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Zusammenfassung 
 
Bei chronischen Lebererkrankungen ist das Auftreten von Zelltod ein prominentes 
Ereignis. Dabei treten sowohl Apoptose als auch Nekrose auf, wobei eine Ausartung 
dieser mit der Tumorgenese und anderen Krankheiten verknüpft ist. Die konditionelle 
Deletion von TGF-β-activated kinase 1 (TAK1) in parenchymatösen Leberzellen 
(LPC) führt zu einem dramatischen Phänotyp,  der durch das simultane Auftreten von 
sowohl Apoptose als auch Nekroptose ( “programmierte“ Nekrose) verursacht wird 
und zur Hepatitis, Cholestase und Hepatokarzinogenese führt. Die Nekroptose stellt 
ein neues Zelltodsignal dar, wobei die Regulation der Nekroptose, bzw. die 
Signifikanz in der humanen Krebsentstehung weitgehend unverstanden ist. 
Ziel dieser Arbeit war es, die Auswirkungen von Apoptose und Nekroptose in 
der Progression der Cholestase, Hepatitis sowie der Hepatokarzinogenese in 
TAK1LPC-KO-Mäusen zu untersuchen. Dabei konnten divergente Funktionen beider 
Zelltodvarianten auf die Krebsentstehung aufgezeigt werden. So konnte gezeigt 
werden, dass Caspase-8-abhängige Apoptose durch die parakrine Aktivierung von 
Jun-(N)-terminal Kinase (JNK) in parenchymatösen und nicht-parenchymatösen  
Leberzellen (NPCs) zur starken kompensatorischen Proliferation von LPCs führt. 
Dies bildet die Grundlage für spezifische, chromosomale Aberrationen auf den 
Chromosomen 4, 8 und 13, die schließlich zur Hepatokarzinogenese führen. Die 
kompensatorische Proliferation betrifft dabei nicht nur die Hepatozyten, sondern auch 
die Gallengänge, was zu einer duktulären Reaktion und gesteigerter Anzahl an 
Gallengängen führt. 
 Die RIP3-abhängige Nekroptose hingegen wirkt der Caspase-8-abhängigen 
JNK-Aktivierung und der kompensatorischen Proliferation entgegen. Dadurch wirkt 
Nekroptose inhibierend auf die Entstehung von chromosomalen Aberrationen sowie 
auf das Tumorwachstum. Neben diesem günstigen Effekt führt allerdings die 
Aktivierung von Nekroptose und die damit verbundene gestörte biliäre Regeneration 
zu einer Cholestase in TAK1LPC-KO-Mäusen.   
Diese Resultate eröffnen eine neue Sichtweise auf die molekularen 
Zusammenhänge zwischen verschiedenen Zelltodformen und daraus resultierender 
kompensatorischer Proliferation in der Progression chronischer Lebererkrankungen 
hin zur Krebsentstehung und Cholestase. Diese neuen Erkenntnisse könnten damit 
einen neuen Ansatzpunkt für die Entwicklung spezifischer molekularer 
Therapieformen in Patienten mit chronischen Lebererkrankungen dienen. 
III 
 
Summary 
 
Chronic inflammation contributes to multiple hallmark capabilities of cancer, 
participating in earliest stages of tumour-formation. Depending on the initiating 
factors, inflammation is not only associated with parenchymal cell apoptosis, but also 
with the presence of necroptosis, programmed necrosis depending on the kinase 
RIP3. Despite the emerging role of necroptosis in regulating inflammation in many 
organs, it is presently not known if RIP3 might withhold a specific functional role in 
the transition from cell-death-induced inflammation to cancer.  
The main aim of this work was to identify the impact of apoptosis and 
necroptosis in regulating cholestasis, hepatitis and hepatocarcinogenesis in TAK1LPC-
KO mice. I could show that in mice with conditional ablation of the MAP3-Kinase TGF-
β-activated-Kinase-1 (TAK1) in liver parenchymal cells (LPC) (TAK1LPC-KO), both pro-
apoptotic as well as pro-necroptotic signalling pathways are activated. In functional 
genetic, immunological and cell biological experiments, I could demonstrate that 
Caspase-8 dependent apoptosis and RIP3 dependent necroptosis have 
fundamentally different functions in mediating the consequences of chronic 
inflammation. While caspase-8 promotes compensatory proliferation of LPCs, innate 
and adaptive immune responses and genetic alterations leading to liver cancer, 
RIP3-inhibits these processes by inhibition of Caspase-8-dependent activation of 
Jun-(N)-terminal Kinase (JNK) in LPC and non-parenchymal liver cells. Thereby, 
RIP3 prevents liver cancer development but promotes cholestasis through an 
insufficient regeneration of biliary epithelial cells and hepatic oval cells.  
These data suggest that controlling RIP3 or Caspase-8 in the proper clinical 
setting might represent a novel chemo-preventive or therapeutic strategy against 
hepatocellular carcinoma and biliary disease. 
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1. Einleitung 
 
1.1. Die Leber 
1.1.1. Leberfunktion 
Die Leber stellt das zentrale Organ für den Stoffwechsel in Vertebraten dar. Vom 
Darm aufgenommene Nährstoffe gelangen über die Pfortader in die Leber, wo sie 
von den Leberzellen, den so genannten Hepatozyten, je nach Bedarf aufgenommen, 
umgesetzt, gespeichert oder abgebaut werden (1-3). Neben der Aufnahme und 
Speicherung von Nährstoffen übernimmt die Leber weitere wichtige Funktionen, wie 
die Entgiftung des Körpers, die Herstellung von Hormonen und die Bildung der 
Gallenflüssigkeit (3). Die vielfältigen Stoffwechselfunktionen der Leber verdeutlichen 
die Wichtigkeit und Komplexität dieses Organs.  
 
1.1.2. Leber- Zelltypen 
Wie viele andere Organe besteht die Leber aus vielen verschiedenen Zelltypen. 
Diese werden in parenchymatöse und nicht–parenchymatöse Zellen unterteilt. Zu 
den parenchymatösen Zellen gehören die Cholangiozyten und die Hepatozyten, 
wobei letztere mit rund 60% den größten Zellanteil der Leber ausmachen und die 
funktionellen Zellen der Leber darstellen. Sie sind für die Glykogensynthese, 
Lipogenese und die Harnstoffbildung aus Ammoniak verantwortlich. Darüber hinaus 
sorgen sie  für die Biotransformation körpereigener und körperfremder Stoffe, sowie 
für die Gallensäure- und Bilirubinausscheidung (3). 
Die Cholangiozyten (Gallengangsepithelzellen) hingegen modifizieren die 
Zusammensetzung der Gallenflüssigkeit, die zum Hauptteil aus Gallensäure, 
Phospholipiden, Cholesterin und anderen Konjugaten wie anorganischen Salzen 
besteht. Zudem sind die Cholangiozyten in der Lage, Glukose sowie Gallensäure 
rückzuresorbieren. Letzteres tritt insbesondere bei Abflussbehinderungen der 
Gallenwege in den Darm auf (Cholestase) (3). 
Die sinusoidalen Endothelzellen (SECs) sind mit bis zu 20% der 
Gesamtleberzellzahl der am häufigsten vertretende nicht-parenchymatöse Zelltyp (1, 
4-6). Diese Zellen bilden die Abgrenzung zwischen den Hepatozyten und dem 
Blutkreislauf (7, 8). Zwischen den einzelnen SECs sind zahlreiche Spalten und Poren 
vorhanden, die einen Stoffaustausch bzw. das Einwandern von Blutzellen 
ermöglichen. Somit bilden die SECs die erste Barriere für einwandernde Zellen aus 
dem Blutkreislauf in die Leber. Darüber hinaus sind sie zur rezeptorvermittelten 
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Aufnahme von Makromolekülen und Partikeln aus dem Blut über Endozytose fähig 
(7).  
Des Weiteren zählen zu den nicht–parenchymatösen Zellen die Kupfferzellen 
(Makrophagen), die mit rund 15% Zellanteil den dritthäufigsten Zelltypen der Leber 
ausmachen (4). Sie zählen zu den mononukleären Phagozyten und sind für die 
phagozytotische Aufnahme von sterbenden Zellen, Viren, Bakterien, 
Immunkomplexen und Endotoxinen verantwortlich. Darüber hinaus sind sie 
zusätzlich die Hauptproduzenten von Zytokinen wie TNFα und Interleukin-6 (IL-6), 
welche eine Immunantwort auslösen (3). 
Der vierte und letzte größere Zelltyp der Leber wird mit rund 5% von den 
hepatischen Sternzellen (HSCs) gebildet. Diese sind an der Regeneration und 
Ausbildung der hepatischen Fibrose und Zirrhose beteiligt (4, 9-12). HSCs kommen 
in zwei Varianten vor, den so genannten ruhenden und den aktivierten Sternzellen. 
Die ruhenden Sternzellen sind zur Speicherung von Vitamin A befähigt und können 
in Folge von Leberschädigung durch Zytokine wie TNFα und TGF-β in den aktivierten 
Zustand überführt werden. Aktivierte HSCs speichern kein Vitamin A mehr, sondern 
exprimieren vermehrt Kollagene, welche in der hepatischen Fibrose- und Zirrhose-
Entstehung von Bedeutung sind (3). 
Ein weiterer wichtiger Zelltyp der Leber sind die Progenitor- (oder auch Oval-) 
Zellen. Diese stellen die hepatischen Stammzellen dar, die sich sowohl zu 
Hepatozyten als auch Cholangiozyten differenzieren können. Akute und chronische 
Leberschädigungen induzieren die Proliferation der Ovalzellen und fördern so die 
Leberregeneration (3). Die zelluläre Anordnung der einzelnen Zelltypen ist in 
Abbildung 1 gezeigt.  
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Abb. 1: Zellulärer Aufbau der Leber. Die Leber wird aus verschiedenen Zelltypen 
zusammengesetzt. So sind in einer normalen Leber die Hepatozyten von den sinusoidalen 
Endothelzellen umgeben. Des Weiteren sind noch Kupferzellen (lila) und hepatischen Sternzellen 
(blau) zu finden. Zusätzlich bilden Cholangiozyten die Gallengänge (grün). Referenz: Friedman, S.L. 
and Arthur, M.J.P., 2002. Reversing hepatic fibrosis. Science and Medicine: 194-205.  
 
1.2. Lebererkrankungen 
In den letzten Jahren ist die Bedeutung zahlreicher Lebererkrankungen deutlich 
gestiegen. Dies ist einerseits durch eine Zunahme von nutritiv-toxischen Faktoren, 
insbesondere in der westlichen Welt, andererseits durch die Verbreitung von viralen 
Hepatitiden in zahlreichen Ländern der sogenannten 3. Welt bedingt (13-18). 
Aufgrund der mitunter schlechten Prognose stellen diese Lebererkrankungen ein 
bedeutsames medizinisches aber auch sozioökonomisches Problem dar. 
 
1.2.1. Cholestase 
Unter Cholestase versteht man jegliche Störung der Bildung und Sekretion von Galle 
durch Beeinträchtigung der Hepatozyten oder Cholangiozyten, sowie deren 
Abflusses durch die Gallengänge in den Darm. Dies hat eine Störung der Entgiftung 
des Körpers zur Folge und ruft eine Gelbfärbung von Haut und Schleimhäuten 
hervor, die durch Ablagerung von Bilirubin in den betreffenden Geweben 
hervorgerufen und als Ikterus bezeichnet wird (19).  
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1.2.2. Das hepatozelluläre Karzinom (HCC) 
Leberkrebs, der zu 80-90% aus hepatozellulären Karzinomen (HCC) besteht, ist die 
weltweit fünfthäufigste Krebsform und zeitgleich die dritthäufigste krebsbedingte 
Todesursache (20). Chronisch-entzündliche Prozesse, wie sie etwa im Rahmen 
viraler Hepatitiden oder bei Alkoholismus auftreten, sind die wichtigsten 
Risikofaktoren für die Entstehung eines HCC (16, 18, 21). Darüber hinaus stellen Typ 
II-Diabetes sowie Fettleibigkeit, zwei weitere stetig ansteigende Krankheitsformen 
der westlichen Welt, ebenfalls ein erhöhtes Risiko zur Entstehung eines HCC dar 
(14, 15). Durch chronisch entzündliche Prozesse wird eine langwierige Kaskade in 
Gang gesetzt, die zunächst über Leberfibrose und schließlich -zirrhose letztendlich in 
eine HCC-Entstehung manifestiert (3, 18).  
Die klinische Diagnostik eines HCC erfolgt in der Regel erst, wenn die 
Krebsentstehung weit fortgeschritten ist. Immunhistochemische Färbungen für 
Glypican-3, HSP-70 sowie Glutaminsynthetase (GS), die allesamt als Tumormarker 
fungieren (22), sowie ein erhöhter Serumgehalt von α-Fetoprotein (AFP) sind 
spezifische Marker für ein HCC (23). Da eine Biopsie immer mit Risiken verbunden 
ist und darüber hinaus es Fälle gibt, in denen eine Biopsie aufgrund einer 
ungünstigen Lage des Tumors nicht möglich ist, gewinnt eine Klassifizierung über 
Kontrastbildgebungen mittels Magnetresonanztomographie (MRT) oder 
Computertomographie (CT) immer mehr an Bedeutung, da diese nicht invasiv sind 
und relativ wenige Risiken für den Patienten aufweisen (24, 25).  
Soviel über die Risikofaktoren bekannt ist, umso weniger sind die molekularen 
Mechanismen, die zur Progression eines HCC führen, verstanden, so dass eine 
pharmakologische Beeinflussung oder Behandlung der Hepatokarzinogenese bislang 
nicht etabliert ist. Viele entzündliche Signalwege, darunter auch der TNF-Signalweg, 
sind in die Entstehung und Progression eines HCC involviert, jedoch ist die genaue 
Rolle von TNF bisher nicht klar definiert (26, 27). Neben der Aktivierung 
entzündlicher Signalwege kommt es ebenfalls zu Veränderungen in der 
Genexpression von Wachstumsfaktoren und Tumorsupressoren bzw. proto-
Onkogenen, zur Akkumulation von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) sowie zum 
Verlust der Kontrolle über Zelltod und Zellregeneration (28, 29). 
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1.3. Bedeutung TNF-abhängiger Signalwege in der Leberkrebsentstehung 
Wie schon erwähnt, sind chronisch entzündliche Prozesse der Hauptrisikofaktor für 
die Entstehung eines HCC. Besondere Botenstoffe, sogenannte Zytokine, sind die 
Vermittler vieler entzündlicher Signalwege. Ein zentrales Zytokin ist TNF (Tumor-
Nekrosis-Faktor). Der TNF-abhängige Signalweg (Abb. 2-4) ist u.a. wichtig für die 
Regulation entzündlicher Prozesse sowie für die Einleitung von kontrolliertem Zelltod, 
während die Dysregulation an der Pathogenese vieler Krankheiten und auch 
maßgeblich an der Krebsentstehung beteiligt ist (30-39). Erhöhte TNF-Expression 
konnte in vielen verschiedenen Tumoren gemessen werden (u.a. Leukämie, 
Lymphomen, Prostatakrebs) (40-44), wobei die erhöhte Expression sogar mit einer 
schlechteren Prognose korreliert (45). TNF kommt als membrangebundene Vorstufe 
vor und wird durch die Metalloprotease TACE in ein lösliches Peptid gespalten, 
welches seine biologische Aktivität als Trimer aufweist (46, 47). Abhängig von 
Zellzustand und den Rahmenbedingungen der Zelle kann die Bindung von TNF an 
seinen Rezeptor (TNF-R1) zur Aktivierung von Proliferation (Cyc-D1-Expression) und 
Inflammation (IL-6-Expression) über die Transkriptionsfaktoren NF-κB und AP-1, 
oder zur Einleitung von programmierten Zelltod durch Apoptose bzw. Nekroptose 
führen, was auf eine komplexe Regulation hindeutet (48-50). Die Aktivierung von NF-
κB nimmt dabei eine besondere Rolle ein, da NF-κB einen zentralen Regulator der 
Inflammation und Regeneration darstellt. Darüber hinaus ist eine Dysregulation 
entscheidend an der HCC-Entstehung und Progression beteiligt, wobei schützende 
sowie induzierende Auswirkungen in Mausmodellen beschrieben sind (51-54), was 
NF-κB zu einem interessanten Ziel für eine pharmakologische Krebsbehandlung 
macht.  
Die Bindung von TNF führt räumlich und zeitlich gesehen zu 
Konformationsänderungen am TNF-R1. Verschiedene Adapterproteine (RIP1, 
TRAF2 und cIAP1), die für die Aktivierung von NF-κB und AP-1 benötigt werden, 
assemblieren sich zum so genannten Komplex I, der membrangebunden ist (Abb. 2) 
(55-59). Unter diesen Voraussetzungen kommt es zur TRAF2/cIAP1-abhängigen 
Ubiquitinierung von RIP1, einem essentiellen Prozess der NF-κB-Aktivierung, der 
weitere Assemblierungen von Adapterproteinen wie TAK1 und dem IKK-Komplex 
(IKKα, IKKβ, NEMO) zur Folge hat (60-63). Zeitlich versetzt kommt es zur 
Translokation des Rezeptor-Komplexes in das Zytoplasma. Die Deubiquitinase 
CYLD entfernt dabei die Ubiquitinkette von RIP1, was negative Auswirkungen auf die 
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NF-κB-Aktivierung hat und zur Assemblierung von Komplex II (DISC-Komplex) führt 
(Abb. 3) (55, 64, 65). Durch Bindung von RIP3, pro-Caspase-8, und FADD wird der 
Rezeptor zur Einleitung von Zelltod bereitgestellt. Unter normalen Bedingungen wird 
die Aktivität dieses Komplexes durch die NF-κB-abhängige Expression 
antiapoptotischer Moleküle (cIAP1, cFLIP, Bcl2, XIAP) inhibiert (66-70). Durch 
Inaktivität von NF-κB, oder Inhibierung der antiapoptotischen Gene (cIAP1, cFLIP, 
XIAP), durch SMAC-Mimetics beispielsweise,  kommt es zur Einleitung der Apoptose 
durch den DISC-Komplex (59, 65). Unter bestimmten Voraussetzungen, wie der 
zusätzlichen Inhibierung von Caspase-8 oder FADD, wird jedoch die Einleitung der 
TNF-induzierten Nekroptose ausgelöst, einer weiteren Form des programmierten 
Zelltodes (49, 71, 72). Diese Form der Nekrose wird durch einen Komplex aus RIP1-
RIP3-MLKL-PGAM5 aktiviert (Abb. 4)  (73, 74). Die Ausartung von Zelltod ist eng mit 
der Entstehung von Krankheiten sowie Tumoren assoziiert und ist daher von großer 
Bedeutung in der Behandlung von Krankheiten und der Krebstherapie (75-83).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2: Der TNF-Signalweg. Die Bindung von TNF an den TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1) führt zur 
Assemblierung von Komplex I (TRADD, RIP1, TAK1, IKK-Komplex, TRAF2, cIAP1) der für die JNK- 
bzw. IKK-Komplex-abhängige Aktivierung von AP-1 und NF-κB erforderlich ist. Nach erfolgter 
Aktivierung kommt es zur Expression von antiapoptotischen Genen und zur Induktion von 
Proliferation. 
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Abb. 3: Der DISC-Komplex. Die Bindung von TNF an den TNF-Rezeptor 1 (TNF-R1) führt zur 
Assemblierung von Komplex I, der für die NF-κB-Aktivierung erforderlich ist. Zeitlich versetzt kommt es 
zur CYLD-vermittelten Deubiquitinierung von RIP1, was negative Auswirkungen auf die NF-κB-
Aktivierung hat und zur Assemblierung von Komplex II (DISC-Komplex) führt. Komplex II ist zum 
Einleiten von Zelltod bereitgestellt, wird aber durch NF-κB-abhängige Proteine inhibiert. Durch 
Inaktivierung, bzw. Inhibierung von NF-κB kommt es zur Apoptose-Einleitung.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Der Nekroptosom-Komplex. Nach Assemblierung von Komplex II (DISC-Komplex) und der 
gleichzeitigen Inhibierung der Caspase-8-Aktivität kann es zur RIP1-RIP3-abhängigen Nekroptose-
Einleitung kommen.  
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1.4. Programmierter Zelltod: Apoptose vs. Nekroptose 
Zelltod ist ein notwendiger Prozess bei der Entwicklung, Umstrukturierung und 
Aufrechterhaltung von Geweben und Organen (84-88). Die Kontrolle über Zellzahl 
und Zellzusammensetzung spielt eine essentielle Rolle in der Homöostase von 
Geweben. Ein sich stetig einhaltendes Gleichgewicht von neu gebildeten Zellen 
sowie die Beseitigung von überschüssigen, beschädigten oder infizierten Zellen 
stellen den normalen Verlauf dar. Eine Ausartung dieses Gleichgewichts ist mit der 
Tumorgenese und anderen Krankheiten verknüpft, so dass ein übergeordnetes 
Kontrollsystem erforderlich ist (89-94). 
Lange Zeit wurde der Begriff „programmierter Zelltod“ mit Apoptose assoziiert. 
Apoptose ist ein induzierter „programmierter Selbstmord“ von Einzelzellen mit genau 
definierten biochemischen und morphologischen Abläufen (95). Nach Einleitung der 
Apoptose kommt es zur Chromatin- und Zytoplasma-Kondensation, gefolgt von 
nukleärer Fragmentierung, eingeleitet durch die Aktivierung von Caspasen, und 
letztendlich zur Ausbildung und Abspaltung von membranumschlossenen „apoptotic 
bodies“, die von benachbarten Zellen oder Makrophagen phagozytiert werden (95-
97). Caspasen gehören zur Familie der Cystein-Aspartat-Proteasen und spalten eine 
Vielzahl von Zielmolekülen (u.a. Zytokeratine, Lamine), die essentiell für den Erhalt 
der Zelle verantwortlich sind (98-100). Die Caspasen sind konstitutiv in ihrer inaktiven 
Pro-Caspase-Form in der Zelle vorhanden und werden erst durch aktivierende Signal 
in ihre aktive Form über Autoaktivierung bzw. durch bereits aktivierte Caspasen 
gespalten (101, 102). 
Man unterteilt die Caspasen in sogenannte Initiator-Caspasen (z.B. Caspase-
8), die für die Spaltung und Aktivierung der zweiten Gruppe, den so genannten 
Effektor-Caspasen (z.B. Caspase-3), verantwortlich sind, die letztendlich die 
Apoptose auslösen (101). Die Einleitung der Apoptose kann über ein intrinsisches 
(z.B. oxidativer Stress), bzw. ein rezeptorabhängiges extrinsisches Signal (z.B. TNF) 
erfolgen. Das extrinsische Signal ist in jedem Fall Caspase-abhängig, während man 
beim intrinsischen Signal Caspase-abhängige, sowie -unabhängige Signalwege 
unterscheidet, die aber in jedem Fall mit einem mitochondrialen 
Kontrollmechanismus verknüpft sind (50, 55, 103, 104). 
Apoptotische Zellen werden über Phagozytose beseitigt, welche überwiegend 
von Makrophagen durchgeführt wird. Diese werden über sezernierte 
Chemotaxismoleküle bzw. durch die Änderung der Membranpolarität/-beschaffenheit 
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apoptotischer Zellen angelockt (105-108). Die Beseitigung apoptotischer Zellen ist 
nicht zwangsläufig mit der Freisetzung von pro-inflammatorischen Molekülen (z.B. 
TNF) assoziiert. Unter bestimmten Umständen kommt es sogar zur Freisetzung von 
anti-inflammatorischen Molekülen (TGF-beta oder IL-10), die eine 
Entzündungsreaktion inhibieren (109-111). Darüber hinaus kann die Phagozytose 
von apoptotischen Zellen sogar zur Expression von Wachstumsfaktoren wie VEGF 
und HGF führen, was eine kompensatorische Proliferation zur Folge hat (112, 113). 
Nekrose, eine weitere Form von Zelltod, war lange Zeit als ein willkürlich 
ablaufender Prozess unter bestimmten Stress-Stimuli (u.a. Zytokine, ATP-Depletion, 
ROS-Akkumulation, Kalzium-Akkumulation) definiert (114-118). Charakteristisch für 
nekrotischen Zelltod ist die Vergrößerung des Zellvolumens und das Anschwellen 
der Zellorganellen, was zu einer Ruptur der Plasmamembran und letztendlich zum 
Austritt von intrazellulären Substanzen in das extrazelluläre Milieu führt (115, 119-
121). Im Gegensatz zur Apoptose führt die Nekrose zu einer Immunantwort, 
ausgelöst durch die passive/aktive Freisetzung pro-inflammatorischer Moleküle (u.a. 
HMGB-1, gp96, Hsp70, IL-6), was zur Aktivierung von Makrophagen führt (122-126). 
In den letzten Jahren konnten viele Forschergruppen zeigen, dass die Nekrose ein 
streng kontrollierter Prozess ist, mit genau definiert ablaufenden intrazellulären 
Signalwegen, was sie auch zu einer Form des programmierten Zelltodes macht (127-
129). 
Die erste Form von programmierter Nekrose wurde durch die 
rezeptorvermittelte Abhängigkeit der Kinasen Receptor-Interacting-Protein (RIP) 1 
und RIP3 gezeigt und förmlich als “Nekroptose“ bezeichnet (130-132). RIP-Kinasen 
stellen eine Familie von sieben rezeptorgekoppelten Proteinen dar, die allesamt eine 
Serin/Threonin-Kinasedomäne besitzen und unterschiedliche Funktionen ausführen 
(133). Für die Kinasen RIP1 und RIP3 konnte eine essentielle Beteiligung bei der 
Einleitung der Nekroptose gezeigt werden, die durch eine direkte Interaktion beider 
Moleküle über eine gemeinsame Bindungsdömäne (RHIM) vonstattengeht (130-133). 
Jedoch muss die Formulierung der programmierten Nekrose genau beachtet werden, 
da auch RIP3-abhängige aber RIP1-unabhängige Nekrosewege identifiziert wurden 
(132, 134). 
Nekroptose tritt auf, wenn Apoptose inhibiert ist (u.a. mittels chemischen 
Caspase-Inhibitoren oder Gen-Knock-out) (129, 131, 132), da beide 
Zelltodmechanismen sich gegenseitig inhibieren. 
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1.5. Rolle von TAK1 in der Leberkrebsentstehung 
In eigener Vorarbeit konnte die Rolle von TAK1 in der Leberkrebsentsehung 
dargelegt werden (81, 82). TAK1 (TGF-β-activated Kinase 1) ist ein wichtiges 
upstream-Molekül im TNF-abhängigen NF-κB-Signalweg. Die konditionelle Deletion 
von TAK1 in parenchymatösen Leberzellen (LPC) mittels des Albumin/Alpha-
Fetoprotein-Cre/loxP-Systems führt zu einem dramatischen Phänotyp, der sich durch 
frühe Hepatitis, Leberfibrose, gleichzeitig auftretende massive Hepatozyten-
Apoptose und Nekrose, bis hin zur frühen Hepatokarzinogenese und letalen 
Cholangitis in Mäusen auszeichnet (81, 82). Das Besondere an der 
Leberkrebsentstehung in TAK1LPC-KO-Mäusen sind neben der raschen Progression 
zum HCC (bereits nach 15 Wochen) bestimmte definierte chromosomale 
Aberrationen auf den Chromosomen 4, 8 und 13. Diese chromosomalen 
Aberrationen gehen mit der gesteigerten Expression von Onkogenen einher (Net1, 
Ntrk2, FgfR1, Jun, FgR), die auf diesen Chromosomen lokalisiert sind (81, 82). Die 
genauen molekularen Mechanismen, bzw. die Bedeutung der ausgearteten 
Apoptose und Nekrose in der Pathogenese und vor allem der HCC-Entstehung sind 
bisher nicht genau bekannt. 
 
1.6. Ziel dieser Doktorarbeit 
Ziel dieser Doktorarbeit war es, unter Berücksichtigung der bereits gezeigten 
Phänotypen (1.5) die differentielle Funktion von Zelltod-Signalwegen in der 
Hepatokarzinogenese zu untersuchen. Das zeitgleiche Auftreten von Apoptose bzw. 
Nekrose in TAK1LPC-KO-Lebern stellt einen interessanten Aspekt dieses Phänotyps 
dar und ermöglicht die genaue Analyse beider Zelltodvarianten in der Progression 
der Cholestase, Hepatitis sowie der Hepatokarzinogenese. Im speziellen sollten 
folgende Fragestellungen bearbeitet werden: 
1: Zunächst sollte überprüft werden, ob es sich bei der Nekrose in TAK1LPC-KO-
Lebern um RIP3-abhängige Nekroptose handelt (durch RIP3-Deletion).  
2: Bei Bestätigung der Nekroptose sollte in einem nächsten Schritt durch 
gezielte Ausschaltung von Apoptose (durch Caspase-8 Deletion) bzw. 
Nekroptose in TAK1LPC-KO-Lebern die Auswirkungen beider Zelltodvarianten in 
der Progression der Hepatitis, Cholestase sowie der Hepatokarzinogenese 
untersucht werden.    
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3: Darüber hinaus sollte in TAK1LPC-KO-Mäusen die NF-κB-unabhängige Rolle 
der IKK-Untereinheit NEMO in der Progression der Hepatitis, Cholestase und 
vor allem der Hepatokarzinogenese untersucht werden, da NEMO neben der 
essentiellen Funktion zur NF-κB-Aktivierung auch einen zentralen Regulator 
von Apoptose und Nekroptose darstellt. 
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2. Materialien 
2.1. Chemikalien 
 
Acrylamid / Bisacrylamid-Lösung (37,5:1)     Bio-Rad  
Ammoniumpersulfat (APS)      MP Biomedicals 
Aprotinin         Applichem 
Bovine Serum Albumin (BSA)      PAA 
β-Mercaptoethanol        Sigma 
Bradford-Reagenz        Bio-Rad 
Bromphenolblau        Merck 
Chloroform         Roth 
CompleteMini (Proteinasase Inhibitor)     Roche 
DTT (Dithiotreitol)        Roth 
EDTA (Ethylendiaminotetraessigsäure)     Applichem 
Ethanol (absolut)        Applichem 
Ficoll PM 400        GE Healthcare 
Formaldehyd (37%)       Roth 
Glycerol         Serva 
HCl (Chlorwasserstoffsäure: 37%)     Applichem 
HEPES 4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-ethansulfonsäure  Roth 
Isopropanol         Applichem 
Kaliumchlorid (KCl)        Merck 
Magnesiumchlorid (MgCl2)      Merck 
Methanol         VWR Prolabo 
Natriumacetat        Merck 
Natriumchlorid (NaCl)       Applichem 
NaCl (0.9%) Spüllösung       DeltaSelect 
Natriumhydroxid (NaOH)       Applichem 
NEB-buffer 2         England BioLabs 
NP-40 Lysepuffer (Nonidet P-40)      Fluka 
32P-γ-ATP         Hartmann Analytic 
Paraformaldehyd (PFA)       Roth 
Poly dIdC     Amersham  
Ponceau S         Sigma-Aldrich 
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SDS (Sodiumdodecylsulfat)      Roth 
TAE-Puffer (Tris-Acetat-EDTA-Puffer 50x)    Applichem 
TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA-Puffer, 10x)    Roth 
TEMED (N,N,N′N′-Tetramethylethylendiamine)   Roth 
Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)    Applichem 
Triton X-100         Serva 
Trizol®         Invitrogen 
Tween-20         Serva 
 
2.2. Verbrauchsmaterialen und Kits 
 
Amersham Hyperfilm™ECL      GE Healthcare 
Amersham™ECL plus       GE Healthcare 
Eppendorf Safe-Lock Gefäße, 1,5 ml and 2 ml)   Eppendorf 
Falcon Gefäße (15 ml und 50 ml)     BD Falcon 
Glaskapillaren        Hilgenberg 
Injektionsnadeln (Stericane® Gr.17; 24Gx25mm; 0.4mmx12mm) Braun 
Insulinspritzen        Braun 
Immobilon™-FL Transfer-Membran     Millipore  
Isofluran (Forene®)        Abott 
Ketamin (10%)        CEVA 
Minisart SRP4 (Filter)       Sartorius 
Novex Presharp (Westernblotmarker)     Invitrogen 
Objektträger SuperFrost®       Roth 
Pefablock         Roche 
Petrischalen         Sarstedt 
PhosphoSTOP         Roche 
ProbeQuant™ G-50 Micro Columns     GE Healthcare 
Restore™Western blot stripping buffer     Thermo scientific 
RNase away       Molecular 
        Bio Products 
RNeasy Mini kit         Qiagen 
SuperScript III First-Strand Synthese Kit    Invitrogen 
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T4-Kinase Puffer (10x)     NewEngland 
    BioLabs 
Whatman® Papier        VWR 
Xylazin/Rompun (2%)       medistar 
Zellsieb (70µm)        BD Falcon 
Zellscharber         BD Falcon 
Zellkultur Platten (6- well)       BD Falcon 
 
2.3. Antikörper 
2.3.1. Primär-Antikörper 
 
Phospho-AKT (1:2000)       Cell signaling  
cleaved Caspase-3  (1:5000)      Cell signaling  
Caspase-8 (1:1000)       Enzo Life Science 
Cyclin D1 (72-13G)  (1:1000)      Santa Cruz  
F4/80        Serotec 
GAPDH (1:1000)        ABD Serotec 
IKKγ (NEMO) (FL-419) (1:1000)      Santa Cruz  
Phospho-SAPK/JNK (Thr183/Tyr185) (1:1000)   Cell signaling  
Phospho-STAT-3 (1:1000)      Cell signaling 
Ki-67 (1:200)         NeoMarkers 
p16 (1:1000)         Proteintech 
Pan-Zytokeratin (1:500)       DAKO 
Kollagen IV (1:50)        Cedarlane 
Phospho-p38 (1:1000)       Cell signaling 
Phospho-p42/44 MAP Kinase (ERK) (1:1000)    Cell signaling  
PCNA (1:2000)        Zymed 
RIP3 (1:1000)        IMGENEX 
TAK1 (1:1000)        IMGENEX 
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2.3.2. Sekundär-Antikörper (gelöst in 5% Milchpulver TBS-Tween) 
 
ECL™ anti-rabbit IgG 1:5000      GE Healthcare 
ECL™ anti-mouse IgG 1:5000      GE Healthcare 
ECL™ anti-rat IgG 1:10000      Santa Cruz 
 
2.3.3. Supershift-Antikörper 
 
p50 (NLS) x (2µg/µl)       Santa Cruz  
p65 (A) x (2µg/µl)        Santa Cruz  
 
2.4. Zellkulturmedien und Zusätze 
 
Collagenase Typ IV        Worthington 
DMEM (mit Glukose)       PAA 
EBSS (ohne Mg and Ca)       PAA 
EBSS (mit Mg and Ca)       PAA 
EDTA          Applichem 
Fetales Kälberserum (FCS)       PAA 
L-Glutamin         Gibco 
PBS (10x), pH 7,4        PAA 
Penicillin/Streptomycin (P/S)      Gibco 
TNF           Hiss 
Trypan Blau         Gibco 
Trypsin-Inhibitor        Sigma 
  
2.5. Puffer und Lösungen 
 
Sämtliche Lösungen wurden, soweit nicht anders angegeben, mit destilliertem 
Wasser angesetzt. 
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2.6. Puffer und Lösungen für die SDS-Gel-Elektrophorese 
 
NP-40 Lysepuffer 
 
 
 
 
Frisch dazu geben: 
Je eine Tablette Complete Mini® und PhosphoSTOP in 1 ml ddH2O lösen, 100 µl 0,1 
M Pefablock und 10 µl 1 M DTT zu 9 ml NP-40-Lysepuffer dazu geben. 
 
TBS-Tween (10x),  1 Liter   
      
 
Frisch dazu geben: 
1 ml Tween-20 auf 1 Liter TBS Puffer (1x) dazu geben 
 
 
 
SDS-Laufpuffer (10x), 1 Liter   
 
 
     
Towin-Transferpuffer, 1 Liter   
 
      
    
 
   
Lämmli-Puffer (5x)  
 
 
         
 
1 M Tris-HCl, pH 7,5 25 ml
5 M NaCl 15 ml
NP-40 2,5 ml
ddH2O auf 500 ml
0,2 M  Tris-HCl, pH 7,6 24,2 g
1,4 M NaCl 80,0 g
250 mM Tris-HCl, pH 8,4  30,29 g
192 mM Glycerol 144,13 g
1% SDS 10 g
25 mM Tris 3,03 g
190 mM Glycerol 14,26 g
20% Methanol (v/w) 200 ml
10 mM Tris-HCl, pH 6,8 4,2 ml
100% Glycerol 2,0 ml
10% SDS 3,8 ml
β-Mercaptoethanol  8,0 ml
Bromphenolblau ad libitum
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Konzentration für mini-Gele: 
     
Trenn-Gel (für 1 Gel) 8% 10% 12.5% 
ddH2O 4,6 ml 4,0 ml 3,28 ml 
Tris 1,5 M pH 8,8 2,5 ml 2,5 ml 2,5 ml 
Acrylamid 2,7 ml 3,3 ml 4,06 ml 
10% SDS 100 µl 100 µl 100 µl 
APS 100 µl 100 µl 100 µl 
TEMED 15 µl 15 µl 15 µl 
 
 
Sammel-Gel (für 1 Gel) 
ddH2O 2,5 ml
Tris 1,5 M pH 8,6 1,5 ml
Acrylamid 1,25 ml
10% SDS 50 µl
APS 25 µl
TEMED 15 µl
 
2.7. Puffer und Lösungen für EMSA 
 
Binding-Puffer (10x)  
5 M NaCl 100 µl 1 M
1 M Tris, pH 7.5 50 µl   100 mM
0,1 M EDTA 50 µl 10 mM
100% Glycerol 200 µl 40%
BSA (10 mg/ml)  50 µl 1mg/ml
  
TE-Puffer 
1 M Tris, pH 7,6 1,0 ml 10 mM
0,5 M EDTA 0,2 ml     1 mM
   
→ ddH2O auf 100 ml 
18 
 
Protein Inhibitor Cocktail 
0,1 M Pefablock 5 µl
Aprotinin (1 mg/ml) 20 µl
dd H2O 73 µl
         
Master-Mix (für 1 Probe)  
Binding-Puffer (10x)  2 µl
Protein Inhibitor Cocktail 2 µl
Poly (dI·dC) 2 µl
BSA (1mg/ml) 1 µl
   
Fixierer (EMSA Gel) 
Methanol 200 ml
Essigsäure (Konz.) 100 ml
ddH2O 700 ml
     
Gel- Zusammensetzung 
ddH2O 42,75 ml
Polyacrylamid 9,9 ml
TBE Puffer (10x) 6,0 ml
10% APS 1,2 ml
TEMED 36 µl
        
NF-κB Oligo    DNA (NF-κB )-Primer 1 (sense)    18 µl 
DNA-Primer (NF-κB ) 2 (antisense) 18 µl 
NEB Puffer 2         4 µl 
 
1. Das NF-κB-Primer-Paar wurde für 3 min im Wasserbad bei 95°C erhitzt und 
anschließend langsam auf RT abgekühlt 
2. Die DNA wurde 1:5 verdünnt und die Konzentration wurde photometrisch bei 
260 nm bestimmt 
3. Die DNA wurde auf eine Endkonzentration von 50 ng/µl eingestellt 
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Lade-Puffer         100% Ficoll       2 ml 
1. ddH2O        auf 10 ml 
2. ein Eppendorf-Gefäß wurde mit 100 µl Ficoll 
gefüllt (20%) und Bromphenolblau ad libitum   
 
Herstellung des gelabelten NF-κB-Oligo-Mix  
 
NF-κB-Oligo (50 ng/µl)   2,3 µl 
T4-Kinase-Puffer (10x)   2,0 µl 
T4 Polynukleotid-Kinase   1,0 µl 
32P-ATP     4,0 µl 
H2O              10,7 µl 
     
1. für  30 Minuten bei 37°C inkubieren 
2. 30 µl TE Puffer dazugeben 
3. 50 µl Gesamtvolumen mittig in ein 
ProbeQuant™ G-50 Micro Column Nick-spin 
Gefäß pipetieren und für 1 min bei 3000 rpm 
zentrifugieren um ungebundene [32P]-γ-ATP 
zu entfernen 
4. Radioaktivität der Probe am Counter 
(PerkinElmer) ermitteln 
Protein/Oligo-Mix 
 
pro Probe werden insgesamt 20 µl Protein/Oligo Mix auf das Gel aufgetragen. Dieser 
Mix besteht aus folgenden Komponenten (pro Probe): 
1. 7 µl Master-Mix 
2. 4 µg Kern-Protein 
3. x µl Oligo-Mix das 100 000 counts entspricht 
4. ddH2O auf 20 µl 
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2.8. Puffer für die Hepatozyten-Isolation 
 
Lösung I: EBSS w/o Ca and Mg   50 ml  
EGTA (0,5 M)    50 μl  
 
Lösung II:  EBSS mit Ca und Mg   50 ml  
Hepes (10 mM), pH 7.4   1,19 g  
Kollagenase II    15 mg  
Trypsin inhibitor    2 mg  
DMEM  
Zusätze: FCS      2% 
Penicillin/Streptomycin    1% 
L-Glutamin     1%   
 
 
2.9. Puffer für die Leukozyten-Isolation 
 
Kollagenase-Mix:  2% Kollagenase CLS 4 (mit RPMI) 
 
Blocking-Puffer:  5 ml PBS 
100 µl Maus Serum 
100 µl Kaninchen Serum 
100 µl Humanes Serum 
   333 µl 30% BSA 
 
HBSS (Complete): 1,5 ml EDTA (100 mM), 1 ml BSA (30%) zu 500 ml HBSS mit 
Phenol-Rot dazugeben. 
 
2.10. Versuchsmäuse 
Alle verwendeten Versuchsmäuse wurden in Typ II Long-Käfigen mit bis zu sechs 
Mäusen in einer Einrichtung mit genau definierter Pathogen-Belastung (S1) in der 
Universitätsklinik Aachen untergebracht. Der Raum unterlag der Temperaturkontrolle 
(20-24°C) mit einem 12-Stunden Tag-Nacht Rhythmus. Alle Experimente wurden 
nach den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes durchgeführt. 
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3. Methoden 
 
3.1. Serumanalyse  
Die Blutanalysen erfolgten nach retroorbitaler Blutentnahme mit Glaskapillaren. Dazu 
wurde das Blut nach vollständiger Gerinnung bei Raumtemperatur für 5 min bei 
10000 rpm zentrifugiert. Das erhaltene Serum wurde in einer 1:10-Verdünnung (mit 
NaCl 0,9%) im klinischen Routinelabor (Institut für klinische Chemie und 
Pathobiochemie, Universitätsklinikum Aachen) standardmäßig analysiert. 
 
3.2. Gesamtzell-Proteinisolation 
Ein tiefgefrorenes Leberstück wurde in einem Wheaton-Douncer Gewebe-
Homogenisator in 200 µl 4°C-kalten NP-40-Puffer homogenisiert. Anschließend 
wurde der Überstand in ein Eppendorf überführt und 10 min bei 4°C und 14000 rpm 
zentrifugiert. Der Überstand wurde erneut in ein neues Eppendorf überführt und die 
Konzentration wurde mittels Bradford-Assay ermittelt 
 
3.3. Kernprotein-Isolation 
Ein tiefgefrorenes Leberstück wurde in einem Wheaton-Douncer Gewebe-
Homogenisator in 50-150 µl 4°C-kalten Puffer A homogenisiert.  Anschließend wurde 
der Überstand in ein Eppendorf überführt und 10 min auf Eis inkubiert. Pro 50 µl 
Puffer A wurden 3,5 µl 10% NP-40 hinzufügt und 1 min bei 4°C inkubiert 
anschließend für 1 min bei 4°C und 10000 rpm zentrifugiert. Der Überstand 
(zytoplasmatische Proteine) wurde in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt und die 
Konzentration wurde mittels Bradford-Assay ermittelt. Das Pellet (Kernfraktion) 
wurde in 15-40 µl Puffer C resuspendiert und 30 min auf Eis inkubiert. Während der 
Inkubationszeit wurde die Probe alle 10 min erneut resupendiert. Nach der 
Inkubation wurde die Probe 10 min bei 4°C und 10000 rpm zentrifugiert. Der 
Überstand wurde in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt und die Konzentration 
wurde mittels Bradford-Assay ermittelt. 
 
3.4. Proteinbestimmung nach Bradford 
Zur Proteinbestimmung wurde die Standard-Methode nach Bradford verwendet  
(135). Diese Methode beruht auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums von 
479 nm zu 595 nm des Farbstoffes Coomassie® Brilliant Blue G250 in Gegenwart 
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von Proteinen. Die Farbreaktion ist abhängig vom Gehalt an aromatischen und 
basischen Aminosäuren. Mit Hilfe einer Eichreihe mit genau definierter 
Proteinkonzentration kann somit die Konzentration von unbekannten 
Proteinlösungen ermittelt werden, da die Absorbtion der Lösung bei 595 nm direkt 
proportional zur Proteinkonzentration ist. Zu 798 µl H2O wurden 2 µl Proteinlösung 
und 200 µl Bradford-Reagenz (Bio-Rad) dazugegeben und die Absorption bei 595 
nm am Photometer ermittelt. Die Konzentrationsermittlung wurde in Duplikaten 
durchgeführt und anhand der Eichgerade wurde die Proteinkonzentration berechnet.  
 
3.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist eine Methode, mit der man Proteine 
anhand ihres Molekulargewichts elektrophoretisch auftrennen kann. Den Proteinen 
wurden zunächst 5x SDS-DTT-Probenpuffer zugegeben und bei 95°C für 5 min 
erhitzt, um eine Denaturierung der Proteine zu gewährleisten. Durch Zugabe des 
anionischen Tensids SDS (Natriumdodecylsulfat) wird die Eigenladung der Proteine 
gleichermaßen durch das negativ geladene SDS maskiert, so dass die Auftrennung 
der Proteine im Gel lediglich anhand des Molekulargewichts verläuft.  
Insgesamt wurden 60 µg Proteinprobe aufgetragen und zunächst bei konstanten 80V 
laufen gelassen bis die Proteinproben das Sammelgel durchlaufen haben. 
Anschließend wurde die Spannung auf 120V erhöht, bis die Lauffront das Gelende 
erreicht hat. Als Molekulargewichtsmarker diente ein gefärbtes Proteingemisch mit 
bestimmten Molekulargewichtsgrößen (Novex® Sharp, Invitrogen). 
 
3.6. Western Blot 
Nach der Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine nach dem 
sogenannten semy-dry-Blot-Verfahren, auf eine PVDF-Membran 
(Polyvinylidenfluorid) transferiert, um anschließend einzelne Proteine mittels 
Immundetektion nachzuweisen. Die PVDF-Membran wurde zunächst für 15 sek in 
Methanol aktiviert und anschließend auf dem Blotter (Amersham) auf ein in Towin-
Puffer getränktes Whatman®-Papier gelegt. Das Gel wurde auf die Membran gelegt 
und mit einem in Towin-Puffer getränktem Whatman®-Papier abgedeckt. Bei 
sämtlichen Schritten muss darauf geachtet werden, dass keine Luftblasen zwischen 
den einzelnen Lagen vorhanden sind. Die Transferdauer betrug 70 min bei 2 
mA/cm2. 
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3.7. Ponceau S-Färbung 
Die Ponceau S-Färbung ist eine Methode, um Proteine auf PVDF-Membranen 
reversibel anzufärben, um einen erfolgreichen Transfer der Proteine zu detektieren. 
Der Farbstoff ist leicht mit Wasser zu entfernen. Dazu wurde die Membran für 10-20 
sek in der Färbelösung inkubiert und anschließend mit H2O gewaschen. 
 
3.8. Immundetektion 
Für die spezifische Immundetektion bestimmter Proteine wurde die Membran 
zunächst für 1h in 10 ml TBS-Tween mit 5% Milchpulver geblockt, um unspezifische 
Bindungen des Antikörpers an der Membran zu minimieren. Anschließend wurde die 
Membran dreimal mit TBS-Tween-Puffer gewaschen und mit dem primär-Antikörper 
(AK) ü.N. bei 4°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde der primär-AK abgenommen 
und die Membran erneut dreimal für jeweils 10 min mit TBS-Tween gewaschen. 
Anschließend wurde mit  dem sekundär-AK für 1h bei Raumtemperatur (RT) 
inkubiert und anschließend erneut dreimal mit TBS-Tween gewaschen. 
Die gewaschene Membran wurde mit 720 µl ECL Lösung (GE, 700 µl ECL-Lösung A 
und 20 µl ECL-Lösung B) überschichtet und 3 min bei RT inkubiert. Die Detektion der 
Chemilumineszenz-Signale erfolgte am LAS-400 (FujiFilm). 
 
3.9. EMSA (Electrophoretic mobility shift assay) 
Mit einem EMSA können Wechselwirkungen von Proteinen mit DNA oder RNA 
elektrophoretisch untersucht werden. Dadurch, dass ungebundene DNA in einem 
nicht denaturierenden Gel eine höhere Mobilität aufweist, als proteingebundene 
DNA, können mit dieser Methode Protein-DNA-Interaktionen nachgewiesen werden, 
um Auskunft über eine potentielle Aktivität von Transkriptionsfaktoren geben zu 
können. Wie auch bei der SDS-Gelelektrophorese wird die Mobilität des DNA-
Protein-Komplexes durch die Größe und in diesem Fall zusätzlich durch die 
Konformation und Ladung der Bindungspartner des Komplexes bestimmt. Demnach 
wandern ungebunden Nukleinsäuren schneller durch das Gel als proteingebundene.  
Zur Ausführung der Methode wurde zunächst der Oligo/Protein-Mix zusammen-
pipettiert und für 15 min auf Eis inkubiert damit sich die Protein/DNA-Komplexe 
bilden können. Anschließend wurde zu den zwei Supershift-Kontrollen 1,5 µl 
Antikörper (p50 und p65) dazu gegeben und erneut für 15 min bei RT inkubiert. Die 
Reaktion wurde durch Zugabe von 2 µl Ficoll gestoppt und die Proben wurden auf 
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ein nicht-denaturierendes Gel aufgetragen und für 2 ½ h bei konstant 120V in 0,5x 
TBE Puffer laufen lassen. Nach Durchlauf des Gels erfolgte eine Inkubation des Gels 
in Fixierlösung für 10 min und anschließend wurde das Gel auf ein Whatman® 
Papier gelegt und auf einem Geltrockner getrocknet (Biometra). Die Detektion 
erfolgte mittels Autoradiographiefilm (Amersham) auf einem AGFA-Entwickler nach 
vorheriger Inkubation ü N. bei -80°C in einer Röntgenkassette. 
 
3.10. RNA-Analysen 
3.10.1. RNA-Isolation aus Gesamtleber 
Ein tiefgefrorenes Stück Leber wurde mittels Ultraturax (Ultra-Turrax TP-18/10S1, 
Tekmar) in 1 ml Trizol® (Invitrogen) homogenisiert und anschließend für 10 min bei 
4°C und 10000 rpm zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Eppendorf-
Gefäß überführt und 5 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden 200 µl Cholorform 
dazu gegeben, 15 sek auf maximaler Geschwindigkeit gevortext und 3 min bei RT 
inkubiert. Nach einer erneuten Zentrifugation für 15 min bei 4°C und 10000 rpm 
wurde die obere Phase in ein neues Eppendorf-Gefäß überführt und mit 500 µl 70% 
Ethanol versetzt. Die Aufreinigung der RNA erfolgte anschließend mit Hilfe des 
RNeasy Mini Kits, nach Anleitung des Herstellers. 
 
3.10.2. RNA-Konzentrationsbestimmung 
Für die Konzentrationsbestimmung wurde die RNA in Tris-Puffer (pH 7,0) 1:50 
verdünnt und die Konzentration wurde bei 260 nm photometrisch bestimmt. Die 
Reinheit der RNA lässt sich am Verhältnis von E260/E280 ermitteln. Ein Wert zwischen 
1,8 und 2,0  entspricht einer geringen Verunreinigung.  
 
1OD260 entspricht 40 μg RNA/ml 
 
3.10.3. Reverse Transkription (RT-PCR) 
Die reverse Transkription ist eine Methode, um einzelsträngige RNA in cDNA 
(complementary-DNA) umzuschreiben, um anschließend Expressionsanalysen 
durchführen zu können. Dazu wurden aus 1 µg RNA mit Hilfe des “Transcriptor First 
Strand cDNA Synthesis Kit“ (Roche) cDNA nach Anleitung des Herstellers 
synthetisiert.  
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Zur Ausführung der Methode wurden zunächst 1 µg RNA mit 2 µl random hexamer 
zusammenpipettiert und dies wurde mit H20 auf 13 µl Endvolumen aufgefüllt und im 
Thermocycler (T-3000, Biometra) für 10 min bei 65°C inkubiert, um eine Anlagerung 
der random hexamere an die RNA zu gewährleisten. Diese dienen bei der Synthese 
der komplementären DNA als Startpunkte für das Enzym Reverse Transkriptase. 
Nach der zehnminütigen Inkubation wurden pro Probe 7 µl Master-Mix aus folgenden 
Komponenten hinzugefügt und die cDNA-Synthese wurde mit folgendem Programm 
durchgeführt. 
 
Master-Mix (pro Probe) Programm 
4 µl RT Puffer   10 min bei 25°C 
0,5 µl Rnase Inhibitor (40U/µl) 60 min 50°C 
2 µl dNTP Mix (10mM) 5 min 85°C 
0,5 µl Reverse Transkriptase   
 
Abschließend wurde die synthetisierte DNA 1:3 mit H20 verdünnt und bei -20°C 
eingefroren. Die erhaltene cDNA wurde anschließend für die quantitative Real-Time-
PCR verwendet. 
 
3.10.4. quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR) 
Mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR ist es möglich, Expressionsprofile von 
einzelnen Genen quantitativ zu bestimmen.  Die Methode basiert auf dem Prinzip 
einer herkömmlichen PCR, das heißt auf der Amplifikation von Nukleinsäuren, nur 
mit dem Unterschied, dass die Detektion simultan während der Reaktion geschieht 
und nicht wie es bei einer herkömmlichen PCR der Fall ist, nach erfolgter Reaktion 
durchgeführt wird. Die Detektion der DNA kann durch zwei verschiedene 
Detektionsmöglichkeiten durchgeführt werden, einer spezifischen oder einer 
unspezifischen. Beide Möglichkeiten basieren auf Fluoreszenz-Farbstoffen, die mit 
der DNA in Kontakt treten und somit ist die Signalstärke der Fluoreszenz direkt 
proportional zum Gehalt der DNA, was eine quantitative Aussage über den Gehalt 
des Amplifikats ermöglicht. Die spezifische Methode wird mit Hilfe von 
sequenzspezifischen Floureszenz-Sonden (20-30 Nukleotide) durchgeführt, die 
zwischen den Primern des gewünschten Gens binden und dieses demnach 
spezifisch detektieren, während bei der unspezifischen Methode ein unspezifisch 
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DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoff (z.B. SYBR Green™) (136, 137) 
verwendet wird, dessen Emission durch die Bindung an die DNA verstärkt wird. 
Beide Methoden geben in Echtzeit den Gehalt des Amplifikats wieder. Die 
Quantifizierung der Genexpression kann ebenfalls durch zwei verschiedene 
Methoden durchgeführt werden, mittels absoluter oder relativer Quantifizierung. Die 
absolute Quantifizierung wird mit Hilfe einer Standardkurve durchgeführt, die bei 
jedem Lauf erstellt werden muss.  
In dieser Arbeit wurde die relative Quantifizierung durchgeführt. Diese basiert auf 
dem Verhältnis der Expression des zu untersuchenden Gens zu einem so genannten 
“house-keeping“ Gen, dessen Expression in allen Proben nicht reguliert ist. Somit 
kann eine relative Aussage über die Expression des betreffenden Gens durchgeführt 
werden, da es im Verhältnis zum nicht- regulierten “house-keeping“ Gen steht. Dazu 
wurde die 2-ΔΔCT Methode angewendet (2-ΔΔCT = ΔCT Target Gen - ΔCT Kontroll-
Gen). 
 
Master Mix (1x):  12,5 μl SYBR® GreenER qPCR SuperMix 
9,5 μl DEPC-H20 
0,5 μl sense-Primer (10 pM) 
0,5 μl antisense-Primer(10 pM) 
2 μl cDNA 
25 μl finales Volumen 
 
3.11. primäre Hepatozyten-Isolation 
Alle verwendeten Lösungen und Instrumente wurden vor Gebrauch sterilfiltriert bzw. 
desinfiziert. Nach erfolgter Narkotisierung (Ketamin/Xylazin) wurde die Maus in 
Rückenlage auf einer Styroporplatte fixiert, der Peritonealraum geöffnet und die 
Hohlvene (Vena cava inferior) freigelegt und kanüliert. Die Leber wurde zunächst  für 
5 min mit Lösung I (Punkt 2.8.) perfundiert (Durchflussgeschwindigkeit 5ml/min) und 
nach 10 sek wurde die Pfortader (Vena porta) durchtrennt. Anschließend  wurde die 
Leber für 15 min mit Lösung II (Punkt 2.8.) perfundiert, danach entnommen und in 
kalten EBSS-Puffer gelegt. Die anschließende Hepatozyten-Isolation erfolgte in einer 
–10 cm-Petrischale durch vorsichtiges Abschaben der Einzelzellen mit einem 
Zellschaber. Anschließend wurden die Zellen durch einen Zell-Strainer (Netzgröße 
70 μm) gefiltert und 3-mal in 20ml DMEM-Medium gewaschen (500 rpm, 4°C). Nach 
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erfolgter Zellzählung (Punkt 3.12.), wurden die Zellen in 10 cm-Petrischalen in 10 ml 
DMEM-Medium ausplattiert und bei 37°C, 95% O2 und 5% CO2 im Inkubator 
kultiviert. (Dichte: 1 Million Zellen). 
 
3.12. Zellzahlbestimmung 
Die Isolierten Hepatozyten wurden im Verhältnis von 1:10 in Trypanblau-Lösung 
verdünnt und 10 µl dieser Lösung wurden in die Neubauer-Zählkammer gegeben. 
Anschließend wurden 4 x 16 kleine Quadrate ausgezählt (Mittelwert gebildet), wobei 
nur Lebendzellen gezählt wurden, also nur Trypanblau-negative Zellen. 
Die Gesamtzellzahl wurde mit folgender Formel berechnet: 
 
Zellzahl/ml = (Anzahl der gezählten Zellen / 4) x Verdünnungsfaktor x 104 (Kammer-Faktor) 
 
3.13. Stimulation von primären Hepatozyten mit TNF-α 
Die Zell-Kultivierung erfolgte bei 37°C in 5%-iger CO2-Atmosphäre. Die Zellen 
wurden in DMEM-Medium mit 10% FCS (vor Gebrauch einmalig 30 min bei 56°C 
inaktiviert) und P/S-Zusatz in Zellkulturschalen mit 10cm Durchmesser kultiviert. Um 
pro-inflammatorische Signalkaskaden in vitro zu analysieren, wurden primäre 
Hepatozyten mit rekombinantem murinem TNF (20 ng/ml) stimuliert. Die Stimulation 
erfolgte in demselben Kultivierungsmedium. Nach erfolgter Stimulation wurden die 
Zellen in 700 µl kaltem PBS geerntet,  in ein Eppendorf-Gefäß überführt und 3 min 
bei 4°C und 3000 rpm zentrifugiert. 
 
3.14. Histologische/Immunhistologische Färbungen 
In der vorliegenden Arbeit wurden alle Leberproben für die histologischen und 
immunhistochemischen Färbungen nach ihrer Entnahme in 4% Para-Formaldehyd 
fixiert und anschließend standardmäßig in Paraffin eingebettet. Für die Färbungen 
wurden 2 μm-dünne Schnitte angefertigt, und zunächst in „BOND primary Antibody 
diluent“ (Leica) inkubiert und die Färbungen wurden am „BOND-MAX 
Immunohistochemistry Robot” (Leica Biosystems) durchgeführt. Die mikroskopische 
Auswertung erfolgte am Olympus BX53, das mit der Olympus DP72 Digitalkamera 
oder dem Leica SCN400 Slide-scanner ausgestattet war. 
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3.14.1. Auszählung  
Die Auszählung an postiv-gefärbten Zellen erfolgte mit der „SlidePath Tissue IA 
image analysis software“ (Leica), wobei der gesamte Schnitt ausgewertet wurde und 
entweder gegen die Gesamtgröße des Schnittes oder gegen die totale Zellzahl 
normalisiert. Die Auszählung der pan-Zytokeratin-Einzelfärbung, sowie die pan-
Zytokeration-Ki-67 Doppelfärbung, erfolgte manuell.  
 
3.14.2. Hämatoxilin/Eosin (H/E)-Färbung 
Die Hämatoxylin/Eosin-Färbung ist eine histologische Standartmethode, um 
Gewebestrukturen anzufärben. Dabei werden mit Hilfe von zwei Einzelfärbungen 
verschiedene Gewebestrukturen mikroskopisch sichtbar gemacht, um so 
morphologische Veränderungen bzw. Unregelmäßigkeiten zu untersuchen.   
Dabei dient das Hämatoxylin zur Anfärbung von sauren Bestandteilen, wodurch es 
zu einer lila/blau-Anfärbung von Zellkernen/DNA kommt, während das Eosin 
basische Strukturen, wie die Proteine des Zytoplasma oder Kollagene rot anfärbt. 
Dadurch ist eine klare Strukturierung von Gewebeschnitten möglich, um so 
Unregelmäßigkeiten aufzuzeigen.  
 
3.14.3. Ki-67-Färbung 
Die Ki-67-Färbung dient als Standartmethode zur Anfärbung proliferierender Zellen, 
da das Ki-67 während des Zellzyklus exprimiert wird und somit als 
Proliferationsmarker zum Einsatz kommt. Zellen, die sich in der G0-Phase befinden, 
exprimieren dieses nicht und sind demnach nicht gefärbt. Der Antikörper wurde in 
einer Verdünnung von 1:200 eingesetzt. 
 
3.14.4. Pan-Zytokeratin-Färbung 
Gallengänge, bzw. Ovalzellen wurden durch den spezifischen Marker pan-
Zytokeratin (Verdünnung 1:300) angefärbt.  
 
3.14.5. F4/80-Färbung 
F4/80 stellt ein Antigen auf Makrophagen dar und ermöglicht so die spezifische 
Anfärbung dieser Zellen (Verdünnung 1:120).  
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3.14.6. cl. Caspase-3-Färbung 
Die Färbung gegen cl. Caspase-3, der aktivierten Form der Effektor-Caspase dient 
zur Ermittlung apoptotischer Zellen. In nicht-apoptotischen Zellen befindet sich die 
Caspase-3 in ihrer inaktiven pro-Caspase-3-Form und wird nicht vom Antikörper 
erkannt (Verdünnung 1:300). 
 
3.14.7. Kollagen IV-Färbung 
Die Kollagen IV-Färbung dient als HCC-Marker und ermöglicht die Unterscheidung 
zwischen Tumorgewebe und normalen Gewebe, da im HCC die Kollagen IV-
Vernetzung aufgehoben ist. (Verdünnung 1:50). 
 
3.14.8. p-JNK-Färbung 
Mit der p-JNK Färbung wird die aktive Form von JNK angefärbt. Nach Aktivierung 
von JNK durch Phosphorylierung, wird eine Kerntranslokation induziert, so dass die 
Kerne positiv angefärbt sein sollten (Verdünnung 1:50). 
 
3.15. Nekrose-Flächenbestimmung 
Die nekrotischen Flächen wurden anhand von H/E-gefärbten Schnitten durchgeführt. 
Dazu wurde die Fläche des medialen linken Lappens sowie die Hälfte des lateralen 
linken Leberlappens lichtmikroskopisch (Nikon ECLIPSE 80i) untersucht und mit Hilfe 
der NIS 3.0 Software prozentual quantifiziert.  
 
3.16. Array basierte komparative Genom-Hybridisierung (aCGH) 
Die komparative genomische Hybridisierung ermöglicht ein genomweites Screening 
auf chromosomale Aberrationen in Tumorgeweben, bei dem numerische 
Veränderungen des gesamten Tumorgenoms kartiert werden (138, 139). Dazu 
wurden fluoreszenzgelabelte Kontroll-DNA und Tumor-DNA simultan auf einem CHIP 
mit kurzen, genau definierten normalen DNA-Fragmenten hybridisiert. Dabei 
kompetitieren beide zu testende Gruppen um die freien Hybridisierungsstellen an 
den DNA-Fragmenten. Anhand der Signalstärke von hybridisierter Kontroll- bzw. 
Tumor-DNA, die propotional zur relativen Kopienzahl in den beiden Genomen ist, 
kann so eine Aussage über Gewinn oder Verlust von DNA-Bereichen gemacht 
werden.  
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Mit Hilfe des „Mouse Genome CGH Microarray 4x44K“ wurde die CGH-Analyse mit 
in Paraffin-gebetteter DNA aus Schnitten von TAK1LPC-KO, TAK1/Casp-8LPC-KO und 
TAK1LPC-KO/RIP3-/- nach Protokoll des Herstellers durchgeführt (Agilent DNA 
Analytics 4.0 CGH Module User Guide, Agilent Technologies). Die 
computergestützte Auswertung der Signalstärke erfolgte mit Hilfe der Programme 
Agilent Feature Extraction software Version 9.5.3.1 (Agilent Technologies, USA) und 
Partek® Genomics Suite software, Version 6.4 (Copyright © 2008, Partek Inc., St. 
Louis, USA). Die Auswertung der statistischen Signifikanzen erfolgte durch einen 
Permutationstest.  
 
3.17. Isolation von intrahepatischen Leukozyten 
Die Leber wurde mit 20 ml PBS in situ perfundiert (27G Nadel), anschließend 
entnommen und in eine 6-Well-Platte mit 5 ml Kollagenase-Mix überführt. Dann 
wurde die Leber in kleine Stücke homogenisiert und  bei 37°C, 30 min lang inkubiert. 
Nach erfolgter Inkubation wurden die Leberproben mehrmals mit Hilfe einer 20G 
Nadel durch eine 10 ml-Spritze gezogen und anschließend durch einen Zell-Strainer 
(70 µm) gefiltert. Das leere Well wurde mit 5 ml HBSS gespült und ebenfalls durch 
den Zell-Strainer gefiltert. Das Filtrat wurde mit HBSS auf 20 ml aufgefüllt und 
vorsichtig durchmischt und 200 µl wurden vom Filtrat abgenommen, um mittels 
FACS die totale Anzahl an Leukozyten zu bestimmen. 
Anschließend wurden die Leukozyten von der Zellsuspension getrennt. Dazu wurden 
5 ml LSM Lymphocyte über eine Glaskapillare vorsichtig unter die Zellsuspension 
gegeben um eine 2-Phasen Lösung zu erzeugen (zunächst die Kapillare mit 
Lymphocyte befüllen, in die Zellsuspension überführen und die Zellsuspension 
vorsichtig unterschichten; Beim Herausnehmen der Kapillare die selbige mit dem 
Finger abdichten, um Tropfen zu verhindern).    
Anschließend erfolgte eine Zentrifugation bei 2000 rpm, 20 min, bei 22°C (ohne 
Bremse). Der Überstand wurde mit Hilfe der Wasserpumpe vorsichtig bis zur 15 ml-
Markierung abgenommen. Die Phase über dem LSM Lymphocyte (enthält die 
Leukozyten) wurde vorsichtig mit einer Pipettierhilfe abgenommen und in ein 15 ml 
Falcon-Gefäß überführt und mit HBSS auf 15 ml aufgefüllt.  
Die Zellsuspension wurde anschließend bei 4°C, 1400 rpm für 5 min zentrifugiert und 
der Überstand wurde mit der Vakuumpumpe abgenommen, bis 1 ml übrig blieben. 
Anschließend wurde auf 10 ml mit HBSS aufgefüllt und erneut bei 4°C, 1400 rpm für 
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5 min zentrifugiert. Der Überstand wurde vollständig entfernt und 200 μl Blocking 
Puffer zugegeben. Davon wurden jeweils 100 µl in 96 Well-Platte pipettiert und für 5 
min bei 1500 rpm, 4°C zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen. 
Anschließend wurde das Antikörperpanel in Form eines Master-Mix auf die Proben 
pipettiert und nach folgendem Schema behandelt: 
 
Antikörper-Zusammensetzung:  
Leber 1: CD11b PE (Monozyten) 
F4/80 Biotin PE Cy7 (Makrophagen) 
CD45 APC Cy7 (Leukozyten) 
Ly6G-FITC (Ausschluss der verbleibenden Neutrophilen) 
 
- Master-Mix (MM) erstellen: je 0,5 μl der Antikörper und je 100 μl des Blocking-
Puffers  
- 100 µl des MM in jedes Well pipettieren 
- Inkubation bei 4°C, für 20 min 
- Nach der Inkubation die Platten bei 4°C, bei 1400 rpm für 5 min. zentrifugieren 
- Den Überstand verwerfen (hierzu die Platte vorsichtig umdrehen) 
- 2x mit 200 μl HBSS complete waschen (Zugabe von 100 μl mit einer 
Multipette) 
- Zentrifugation bei bei 4°C, 1400 rpm, für 5 min, den Überstand verwerfen 
- Zugabe von 250-350 μl 0,1% BSA (PBS) in jedes Well und Transfer der 
Proben in FACS-Gefäße 
- Leber 1: das Pellet in 100 μl HBSS complete resuspendieren; Inkubation mit 
dem sekundären Antikörper für 20 min, bei 4°C 
 
Je 0,5 μl sekundär-Antikörper werden pro Well pipetiert. Der sekundär-Antikörper ist 
Streptavidin PE Cy7-gekoppelt und detektiert den biotinylierten primär-Antikörper 
F4/80.  
 
- Nach der Inkubation mit dem sekundären Antikörper: Zentrifugation bei 1400 
rpm, 4°C, für 5 min. 
- Der Überstand wird verworfen; zum Waschen werden 100 μl HBSS complete 
zugegeben (2mal) 
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- Zentrifugation: 1400 rpm, 5 min, bei 4°C; Überstand wird verworfen. 
- Zugabe von 250-350 μl 0,1% BSA (PBS)  in HBSS in jedes Well und die 
Proben werden in die FACS-Gefäße überführt und stehen für die FACS-
Analyse bereit 
 
3.18. Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) 
Das FACS Canto II (BD) ist ein 6-Farben-Durchflußzytometer mit zwei Lasern (Blau: 
488 nm; rot 638 nm). Es ermöglicht die Analyse von Zellpopulationen binnen kurzer 
Zeit, da jede Zelle einzeln detektiert wird. Dabei korreliert die Menge des gestreuten 
Lichts mit der Größe der Zelle (FSC = Forward Scatter), der Granularität (SSC = Side 
Scatter) und anhand der Fluoreszenzfarbstoffe, mit dem die Zellen von Interesse 
markiert worden sind. Die einzelnen Zellen werden anhand der ausgewählten 
Parameter in einen Graphen als einzelne Punkte abgebildet. Die Resultate wurden 
mit Hilfe der FACS Diva Software (Version 6.0.3) generiert und mit der FlowJo 
Software (Version 7.1.2) ausgewertet. 
 
3.19. Zytokinbestimmung aus Lebergesamtprotein  
Die Zytokinbestimmung wurde mit dem “10plex Ready-to-Use FlowCytomix 
Multiplex“-Kit (eBioscience) nach Anleitung des Herstellers mit Hilfe des FACS-Canto 
II Systems (Becton Dickinson) durchgeführt. 
 
3.20. Statistik 
Die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde mit dem Programm “GraphPad 
Prism 5.01“ durchgeführt. Lag bei den Werten eine Normalverteilung vor, wurde ein t-
test durchgeführt, waren die Werte nicht normalverteilt, wurde ein Mann Whitney-
Test durchgeführt.  
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4. Resultate 
 
4.1. Die konditionelle Deletion von TAK1 in LPC führt zum spontanen 
Auftreten von RIP3-abhängiger Nekroptose  
Wie in der Einleitung beschrieben, wurde im Rahmen der eigenen Arbeit dargelegt, 
dass TAK1 ein entscheidendes Molekül in der Leberhomöostase darstellt. Auf 
zellulärer Ebene konnte gezeigt werden, dass TAK1LPC-KO-Mäuse sowohl Apoptose 
als auch Nekrose aufweisen. Um die Nekroseentstehung genauer zu 
charakterisieren, wurde in der TAK1LPC-KO-Maus ein weiteres Gen deletiert (Rip3), 
welches essentiell für die Einleitung der programmierten Nekrose (Nekroptose) ist 
(131). Bei der RIP3-Knock-out-Maus (RIP3-/-)  handelt es sich um einen konstitutiven 
Knock-out (140), das heißt, dass dieses Gen nicht nur in parenchymatösen 
Leberzellen, sondern in sämtlichen Körperzellen deletiert ist. Diese wurde mit der 
TAK1LPC-KO-Maus gekreuzt, um TAK1LPC-KO/RIP3-/--Mäuse zu generieren. Die 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Maus wurde mit einem weiteren generierten doppel-Knock-out 
verglichen, der TAK1/Caspase-8LPC-KO-Maus. Diese ist nicht mehr in der Lage, in 
parenchymatösen Leberzellen rezeptorvermittelte Apoptose einzuleiten. Auf diese 
Weise konnte zum einen geprüft werden, ob die auftretende Nekrose in TAK1LPC-KO-
Mäusen der Nekroptose-Regulation unterlag und zum anderen, inwiefern Apoptose 
und Nekrose (Nekroptose) zur Pathogenese der Phänotypen, gesehen in TAK1LPC-
KO-Mäusen, beitrugen.  
Als erstes wurde eine effiziente Deletion von Tak1, Rip3 und Caspase-8 aus 
Gesamtleberextrakten mittels Western-Blot-Analyse dargelegt (Abb. 5). Des 
Weiteren war zu sehen, dass sowohl TAK1LPC-KO-  als auch TAK1/Caspase-8LPC-KO-
Lebern eine deutlich höhere Expression von RIP3 aufweisen im Vergleich zum WT. 
He und Kollegen konnten zeigen, dass erhöhte RIP3-Expression mit dem Auftreten 
von Nekroptose korreliert (131).  
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Abb. 5: Western-Blot-Analyse zeigt die effiziente Deletion der jeweiligen Proteine in sechs Wochen 
alten Gesamt-Leberextrakten. Zudem ist eine erhöhte Konzentration von RIP3 in TAK1LPC-KO und 
TAK1/Casp-8LPC-KO Lebern zu erkennen. 
 
Auf histologischer Ebene waren nekrotische Areale in Leberschnitten von sechs 
Wochen alten TAK1LPC-KO- sowie TAK1/Casp-8LPC-KO-Mäusen vorhanden (Abb. 6A). 
In WT und TAK1LPC-KO/RIP3-/--Mäusen waren diese Areale jedoch nicht zu erkennen. 
Dies deutet darauf hin, dass die nekrotischen Areale in TAK1LPC-KO-Lebern RIP3-
abhängig induziert wurden und demnach als RIP3-abhängige Nekroptose bezeichnet 
werden können. Des Weiteren war die prozentuale nekrotische Fläche in 
TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern signifikant höher, im Vergleich zu TAK1LPC-KO-Lebern 
(Mittelwert nekrotische Fläche in %: TAK1LPC-KO=2,56; TAK1/Casp-8LPC-KO=5,99;) 
(Abb. 6B). Dieses Resultat impliziert eine Relation zwischen Apoptose und 
Nekroptose, denn durch die Inhibierung der Apoptose in TAK1/Casp-8LPC-KO Lebern, 
wurde das Auftreten von Nekrosen signifikant induziert. 
 
A 
 
 
 
 
H
/E
WT TAK1LPC-KO TAK1LPC-KO/RIP3-/- 
500µm 
100µm 
TAK1/Casp-8LPC-KO
TAK1
GAPDH 
W
T
TA
K1
LP
C-
KO
TA
K1
LP
C-
KO
/R
IP
3-
/-
RIP3 
TA
K1
/C
as
p-
8L
PC
-K
O
Casp-8 
1    2    3   4  
35 
 
N
ek
ro
tis
ch
e 
Fl
äc
he
 (%
)
*
*** 
WT
LP
C-
KO
Ta
k1
LP
C-
KO
Ta
k1
/C
as
p-8
-/-
/R
ip3
LP
C-
KO
Ta
k1
0
5
10
15
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 6: A) Hämatoxylin-Eosin-Färbung auf Paraffinschnitten von sechs Wochen alten Lebern zeigen 
das Vorhandensein von nekrotischen Arealen in TAK1LPC-KO sowie in TAK1/Casp-8LPC-KO, während in 
WT und TAK1LPC-KO/RIP3-/- keine nekrotischen Areale zu beobachten sind. B) Histologische 
Quantifizierung der nekrotischen Fläche zeigt einen signifikanten Anstieg der nekrotischen Fläche in 
TAK1/Casp-8LPC-KO verglichen mit TAK1LPC-KO. (WT n=6; TAK1LPC-KO n=6; TAK1/Casp-8LPC-KO n=8; 
TAK1LPC-KO/RIP3-/- n=5) * p<0,05; ** p<0,01. 
 
4.2. Serologische Analyse zur differentiellen Regulation von Hepatitis und 
Cholestase durch Apoptose und Nekroptose 
Da durch die zusätzliche Deletion von Caspase-8 oder RIP3 in TAK1LPC-KO-Mäusen 
zum einen Apoptose und zum anderen Nekroptose inhibiert wird, kann somit die 
Bedeutung beider genannten Zelltodvarianten in der Entstehung der Hepatitis und 
Cholestase in TAK1LPC-KO-Lebern untersucht werden.   
Serologische Untersuchungen in sechs Wochen alten Mäusen zeigten eine 
hoch-signifikante Reduktion von zirkulierenden Aminotransaminasen (AST: Aspartat-
Aminotransaminase; Alanin-Aminotransaminase: ALT) und Glutamatdehydrogenase 
(GLDH) in TAK1/Casp-8LPC-KO-Seren, verglichen mit TAK1LPC-KO und TAK1LPC-
KO/RIP3-/-, welche als diagnostische Marker für Leberschädigungen, wie sie etwa bei 
einer Hepatitis auftreten, verwendet werden (Mittelwert ALT [U/I]: WT=40; TAK1LPC-
KO=1450; TAK1/Casp-8LPC-KO=562,5; TAK1LPC-KO/RIP3-/-=2634) (Abb. 7A). Dies 
deutet darauf, dass die Hepatitis in TAK1LPC-KO-Mäusen hauptsächlich durch 
Caspase-8-abhängige Apoptose verursacht wurde. Dagegen führte die Inhibierung 
der Nekroptose in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern, verglichen mit TAK1LPC-KO, zu einer 
signifikanten Erhöhung von ALT und GLDH, was auf einen Anstieg der Hepatitis 
hindeutet (Abb. 7A). Zusätzlich wurde durch die Inhibierung der Nekroptose die 
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Cholestase unterbunden. TAK1LPC-KO/RIP3-/--Mäuse zeigten einen signifikanten 
Rückgang der erhöhten serologischen Bilirubin-Werte (Mittelwert Bilirubin [mg/dI]: 
WT=1; TAK1LPC-KO=11,88; TAK1/Casp-8LPC-KO=9,75; TAK1LPC-KO/RIP3-/-=1,75) (Abb. 
7A). Bei TAK1/Casp-8LPC-KO-Mäusen war kein signifikanter Unterschied der Bilirubin-
Werte im Vergleich zu TAK1LPC-KO feststellbar. Die Cholestase führte sowohl in 
TAK1LPC-KO als auch in TAK1/Casp-8LPC-KO-Mäusen zu einem Ikterus, der unter 
anderem an der gelblichen Färbung der Leber sichtbar ist (Abb. 7B). 
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Abb. 7: A) Serologische Untersuchungen in sechs Wochen alten Mäusen zeigen eine hoch-
signifikante Reduktion von zirkulierenden Aminotransaminasen (AST Aspartat-Aminotransaminase; 
Alanin-Aminotransaminase; ALT) und Glutamatdehydrogenase (GLDH) in TAK1/Casp-8LPC-KO-Seren, 
verglichen mit TAK1LPC-KO und TAK1LPC-KO/RIP3-/-. n=8 für alle Genotypen; ** p<0,01; *** p<0,001 B) 
Makroskopische Aufnahme von sechs Wochen alten Lebern zeigen das Vorhandensein von 
dysplastischen Knötchen auf  TAK1LPC-KO- und TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern, sowie eine Cholestase-
bedingte Gelbfärbung von TAK1LPC-KO- und TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern. 
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durch Apoptose in TAK1LPC-KO-
Mäusen die Hepatitis verstärkt wurde, während die Nekroptose die Cholestase 
verursachte. Somit konnten gezielte divergente Funktionen der einzelnen 
Zelltodvarianten in der Leber verdeutlicht werden.  
 
4.3. Regulation der biliären Homöostase durch Apoptose und Nekroptose 
Wie in den vorangegangen Ergebnissen gezeigt wurde, führte die Nekroptose zu 
erhöhten Serum-Bilirubin-Werten und daraus schließend zur Cholestase. Die 
Cholestase deutet auf eine Veränderung der intrahepatischern biliären Strukturen 
hin. Um diese zu überprüfen, wurden immunhistologische Färbungen mit pan-
Zytokeratin angefertigt. Das pan-Zytokeratin ist ein spezifischer Marker für 
Cholangiozyten sowie Ovalzellen, den so genannten hepatischen Stammzellen. 
Histologisch gesehen waren in TAK1LPC-KO-Lebern im Vergleich zu WT, TAK1/Casp-
8LPC-KO- und TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern eine signifikant reduzierte Anzahl der 
Gallengängen sichtbar (Mittelwert Gallengänge/mm2: WT=2,8; TAK1LPC-KO=0,7; 
TAK1/Casp-8LPC-KO=2,8; TAK1LPC-KO/RIP3-/-=7,0) (Abb. 8A-B). Während TAK1/Casp-
8LPC-KO-Lebern im Vergleich zu WT keinen Unterschied aufwiesen, war die Anzahl 
der Gallengänge bei TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern, verglichen mit WT und TAK1/Casp-
8LPC-KO, signifikant erhöht (Abb. 8A-B). Die erhöhte Anzahl der Cholangiozyten in 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern resultierte aus einer erhöhten Proliferationsrate. Mittels 
einer Doppelfärbung mit pan-Zytokeratin und dem Proliferationsmarker Ki-67 wurde 
eine erhöhte Anzahl von doppel-positiv angefärbten Cholangiozyten in TAK1LPC-
KO/RIP3-/--Lebern festgestellt verglichen mit TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern (Abb. 8C-D). 
Dagegen war kein signifikanter Unterschied zwischen TAK1LPC-KO und TAK1LPC-
KO/RIP3-/- feststellbar (Mittelwert Ki-67+/pan-ZK+- Zellen in %: WT=2; TAK1LPC-KO=13; 
TAK1/Casp-8LPC-KO=7,4; TAK1LPC-KO/RIP3-/-=14,6).  
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Abb. 8: A) Hämatoxylin-Eosin- und pan-Zytokeratin-Färbung auf Paraffinschnitten von sechs Wochen 
alten Lebern zeigen das Vorhandensein von Gallengangsstrukturen in WT, TAK1/Casp-8LPC-KO und 
vermehrt in TAK1LPC-KO/RIP3-/-.Lebern, während in TAK1LPC-KO kaum Gallengänge zu beobachten sind. 
B) Quantifizierung der pan-Zytokeratin angefärbten Gallengänge aus 8A. (WT n=5; TAK1LPC-KO n=4; 
TAK1/Casp-8LPC-KO n=5; TAK1LPC-KO/RIP3-/- n=6) * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. C) Doppelfärbung 
des Proliferationsmarkers Ki-67 mit pan-Zytokeratin zeigt proliferierende Gallengänge in TAK1LPC-
KO/RIP3-/-. D) Quantifizierung der proliferierenden pan-Zytokeratin angefärbten Gallengänge aus 8C. 
n=5 für alle Genotypen. * p<0,05. 
39 
 
4.4. Unterschiedliche Grade an kompensatorischer LPC-Proliferation durch 
Apoptose bzw. Nekroptose 
Wie zuvor gezeigt, besitzen Apoptose und Nekroptose differentielle Auswirkungen 
auf die Progression der Hepatitis sowie Cholestase in TAK1LPC-KO-Mäusen. 
Zusätzlich führte das Ausbleiben der Nekroptose zu einer erhöhten Proliferation der 
Cholangiozyten in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern, was auf einen weiteren differentiellen 
Mechanismus hindeutet. Daher wurde im nächsten Schritt der kausale 
Zusammenhang zwischen Zelltod und kompensatorischer Proliferation untersucht. 
Zunächst wurde immunhistochemisch mittels aktivierter-Caspase-3-Färbung 
(cl.Caspase-3) das Vorhandensein von apoptotischen Zellen quantifiziert. Wie zu 
erwarten, war in TAK1/Casp-8LPC-KO keine Aktivität von Caspase-3 sichtbar. Aufgrund 
des Fehlens der Initiator-Caspase-8 können diese Zellen keine extrinsische 
Apoptose einleiten und waren demnach cleaved-Caspase-3-negativ (Abb. 9A-B). 
Beim Vergleich zwischen TAK1LPC-KO- und TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern zeigten sich 
signifikant mehr cleaved-Caspase-3+-Hepatozyten in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern und 
demnach mehr apoptotische Zellen (Durchschnitt cl.Caspase-3+ Zellen / 1000 
Hepatozyten: WT=2x10-7; TAK1LPC-KO=13,9; TAK1/Casp-8LPC-KO=6x10-6; TAK1LPC-
KO/RIP3-/-=25,5) (Abb. 9A-B). Die histologische Auswertung wurde auch mittels 
Western-Blot-Analyse gegen cl.Caspase-3, für die aktive Form von Caspase-3 
bestätigt (Abb. 9C). 
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Abb. 9: A) Immunhistochemische Anfärbung gegen cl.Caspase-3 zeigt das Vorhandensein von 
apoptotischen Zellen in TAK1LPC-KO und TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern. B) Quantifizierung der cl.Caspase-
3-Färbung aus 9A zeigt signifikant mehr apoptotische Zellen in TAK1LPC-KO/RIP3-/- verglichen mit 
TAK1LPC-KO. (WT n=5; TAK1LPC-KO n=8; TAK1/Casp-8LPC-KO n=5; TAK1LPC-KO/RIP3-/- n=6) * p<0,05. C) 
Bestätigung von cl.Caspase-3 mittels Western-Blot-Analyse. 
 
Als nächstes wurde die Rolle von Caspase-8 und RIP3 auf die Proliferation in Tak1-
defizienten Leberparenchymzellen untersucht. Mittels Ki-67-Färbung wurde eine 
hohe Anzahl an proliferierenden Zellen in TAK1LPC-KO-und TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern 
festgestellt (Mittelwert Ki-67+- Zellen / 1000 Hepatozyten: WT=6,8; TAK1LPC-
KO=239,3; TAK1/Casp-8LPC-KO=68,5; TAK1LPC-KO/RIP3-/-=290,8) (Abb. 10A-B). Dieses 
Ergebnis wurde durch die Western-Blot-Analyse der Zellzyklus-Proteine Zyklin-D1 
und PCNA bestätigt (Abb. 10C). Die zusätzliche Deletion von Caspase-8 in TAK1LPC-
KO führte zu einem dramatischen Rückgang an proliferierenden Hepatozyten (Abb. 
10A-C).  
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Abb. 10: A) Immunhistochemische Anfärbung gegen Ki-67 zeigt das Vorhandensein von 
proliferierenden Zellen in TAK1LPC-KO und TAK1LPC-KO/RIP3-/- und zu einem geringeren Gehalt in 
TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern. B) Quantifizierung der Ki-67-Färbung aus 10A zeigt signifikant mehr 
proliferiende Zellen in TAK1LPC-KO/RIP3-/- und TAK1LPC-KO verglichen mit TAK1/Casp-8LPC-KO. (WT n=5; 
TAK1LPC-KO n=8; TAK1/Casp-8LPC-KO n=5; TAK1LPC-KO/RIP3-/- n=5) ** p<0,01; *** p<0,001. C) 
Bestätigung der Proliferation mittels Western-Blot Analyse durch PCNA- und Zyklin-D1-Antikörper. 
 
Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die kompensatorische Proliferation 
unterschiedlich stark durch das Auftreten von Apoptose bzw. Nekroptose induziert 
wurde, denn durch das Ausbleiben der Nekroptose in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern  
wurde die Apoptose signifikant erhöht und dies führte zu einer stärkeren 
kompensatorischen Proliferation, während durch den Wegfall der Apoptose in 
TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern die kompensatorische Proliferation deutlich verringert 
wurde (Abb.  8C, 9 und 10).  
 
4.5. Klassifizierung und Quantifizierung der Tumorgenese in TAK1/Casp-8LPC-
KO- und TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern 
Im Rahmen der eigenen Vorarbeit konnte bereits gezeigt werden, dass TAK1LPC-KO-
Mäuse im Alter von sechs bis zehn Wochen spontan tumoröse, makroskopisch 
sichtbare Läsionen ausbilden (82). Basierend auf den zuvor erzielten Erkenntnissen, 
dass Apoptose und Nekroptose unterschiedliche Auswirkung auf die 
kompensatorische Proliferation besitzen, wurde als nächstes die Rolle beider 
Zelltodvarianten in der Progression der Tumorgenese in TAK1LPC-KO-Mäusen 
untersucht. Im Alter von sechs Wochen wurden sowohl in TAK1LPC-KO- als auch in 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern makroskopische Veränderungen auf der Leberoberfläche 
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festgestellt (Abb. 11A). Diese tumorösen Läsionen waren jedoch nicht auf 
TAK1/Casp-8LPC-KO- oder WT-Lebern sichtbar. Auf mRNA-Ebene zeigten  TAK1LPC-
KO- sowie TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern signifikant erhöhte Expressionswerte der 
Tumormarker AFP und H19 (Abb. 11B). Dagegen war der Hepatozytenmarker 
Albumin in diesen signifikant runterreguliert, was auf eine Dedifferenzierung der 
Hepatozyten schließen lässt (Abb. 11C).  
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Abb. 11: A) Makroskopische Aufnahme von sechs Wochen alten Lebern zeigen das Vorhandensein 
von dysplastischen Knötchen auf  TAK1LPC-KO und TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern. B) qRT-Analyse der 
Tumormarker AFP und H19 zeigen signifikant erhöhte Expression in TAK1LPC-KO- und TAK1LPC-
KO/RIP3-/--Lebern. n=7 für jeden Genotyp. * p<0,05; *** p<0,001. C) qRT-Analyse des 
Hepatozytenmarkers Albumin zeigt eine signifikante Runterregulation in TAK1/Casp-8LPC-KO- und 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern. n=8 für alle Genotypen; * p<0,05; *** p<0,001. 
 
Eine genauere makroskopische sowie histologische Analyse der Tumorgenese 
wurde anschließend in 25-38 Wochen alten Mäusen durchgeführt, da zu diesem 
Zeitpunkt in TAK1LPC-KO-Mäusen klar-definierte hepatozelluläre Karzinome vorhanden 
sind (82). Dieser Vergleich stellte eindeutige Unterschiede in der Progression der 
Tumorgenese in TAK1LPC-KO-Lebern dar. Makroskopisch wiesen TAK1LPC-KO- sowie 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern deutliche Tumore auf, wobei die Tumorprogression im 
letzteren deutlich verstärkt war (Abb. 12A). Die TAK1LPC-KO/RIP3-/--Leber war deutlich 
vergrößert und übersät mit großen Tumoren. Im Verhältnis von Lebergewicht zu 
Körpergewicht spiegelt sich die Vergrößerung der Leber wider, da dieses in TAK1LPC-
KO/RIP3-/--Mäusen, im Vergleich zu den anderen Genotypen, signifikant erhöht war 
(Durchschnitt Leber-/Körpergewicht in %: WT=4,7; TAK1LPC-KO=7,9; TAK1/Casp-8LPC-
KO=5,8; TAK1LPC-KO/RIP3-/-=15,1) (Abb. 12B). Jedoch war die tumoröse Fläche 
prozentual nicht signifikant verschieden in TAK1LPC-KO- und TAK1LPC-KO/RIP3-/--
Lebern (Mittelwert Tumorfläche in %: TAK1LPC-KO=24,4; TAK1/Casp-8LPC-KO=0; 
TAK1LPC-KO/RIP3-/-=34,5) (Abb. 12B).  
Dagegen zeigten WT und überraschenderweise auch TAK1/Casp-8LPC-KO-
Lebern keine makroskopisch sichtbaren Tumore auf. Lediglich das Verhältnis von 
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Lebergewicht zu Körpergewicht war in TAK1/Casp-8LPC-KO-Mäusen signifikant leicht 
erhöht, verglichen mit WT (Abb. 12B). 
Auf histologischer Ebene erfüllten die Tumore in TAK1LPC-KO- und TAK1LPC-KO/RIP3-/--
Lebern die Kriterien eines hepatozellulären Karzinoms. Demnach war das 
Tumorgewebe deutlich von unbetroffenen Hepatozyten abgegrenzt und die Kollagen 
IV-Vernetzung in diesen Tumorbereichen war nicht mehr vorhanden (Abb. 12C). 
Dagegen wiesen WT- und TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern normale Kollagen IV-
Vernetzungen auf, was wiederum das Ausbleiben von Tumoren verdeutlicht.  
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Abb. 12: A) Makroskopische Aufnahme von 25-36 Wochen alten Lebern zeigen das Vorhandensein 
von Tumoren auf  TAK1LPC-KO- und TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern, jedoch nicht auf TAK1/Casp-8LPC-KO und 
WT. B) Verhältnis von Lebergewicht zu Körpergewicht in Prozent zeigt einen deutlich erhöhten Wert in 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern. (WT n=5; TAK1LPC-KO n=3; TAK1/Casp-8LPC-KO n=4; TAK1LPC-KO/RIP3-/- n=6) 
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. C) Prozentuale Tumorfläche zeigt keinen Unterschied zwischen 
TAK1LPC-KO- und TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern. (TAK1LPC-KO n=6; TAK1/Casp-8LPC-KO n=6; TAK1LPC-
KO/RIP3-/- n=9) ** p<0,01. D) Histologische und immunhistochemische Färbungen (H/E und Kollagen 
IV) zeigen das Vorhandensein von klar abgrenzenden hepatozellulären Karzinomen in TAK1LPC-KO und 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern.  
 
Zusammenfassend konnten sowohl in TAK1LPC-KO- als auch in TAK1LPC-KO/RIP3-/--
Lebern die makroskopisch sichtbaren Tumore histologisch als HCCs klassifiziert 
werden. Die histologische Untersuchung zeigte zudem keine HCC-Entstehung in 
TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern auf. Dieses Ergebnis eröffnet eine neue Sichtweise auf 
die Funktion von Apoptose bzw. Nekroptose in der Leberkrebsentstehung: Lediglich 
Apoptose und nicht Nekroptose ist der Mediator der Krebsentstehung in TAK1LPC-KO-
Lebern. Zudem konnte gezeigt werden, dass das Auftreten von Nekroptose 
inhibierend auf die Tumorgröße wirkte, denn TAK1LPC-KO/RIP3-/--Mäuse zeigten 
deutlich vergrößerte Lebern/Tumore auf, verglichen mit TAK1LPC-KO, wo beide 
Zelltodvarianten simultan auftraten. 
 
4.6. Einfluss von Apoptose und Nekroptose auf die Entstehung 
chromosomaler Aberrationen 
Die Deletion von TAK1 in LPC führt zur HCC-Entstehung, die mit chromosomalen 
Aberrationen, vornehmlich auf den Chromosomen 4, 8 und 13 verbunden ist (82). 
Wie zuvor dargelegt, führte das Ausbleiben der Nekroptose in TAK1LPC-KO/RIP3-/--
Lebern zu deutlich größeren Tumoren, verglichen mit TAK1LPC-KO-Lebern. Inwiefern 
sich der Unterschied in der Tumorprogression durch das Ausbleiben der Nekroptose 
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auch auf chromosomaler und genetischer  Ebene auswirkte, wurde im nächsten 
Schritt untersucht. Dazu wurden TAK1LPC-KO- sowie TAK1LPC-KO/RIP3-/--Tumore einer 
„Array basierten komparativen Genom-Hybridisierungs“-Analyse (aCGH) unterzogen, 
um eine mögliche Beeinflussung der Nekroptose auf die Entstehung chromosomaler 
Aberrationen hin zu Untersuchen. Zusätzlich wurde auch noch aus TAK1/Casp-8LPC-
KO-Mäusen alteriertes Lebergewebe, das histologisch jedoch nicht als tumorös 
klassifiziert wurde, untersucht. Diese Analyse erbrachte ebenfalls eine bestimmte 
Signatur mit Aberrationen auf den Chromosomen 4, 8 und 13 in TAK1LPC-KO/RIP3-/--
Tumoren, wie es auch in TAK1LPC-KO-Tumoren der Fall war (Abb. 13). Jedoch 
zeigten TAK1LPC-KO/RIP3-/--Tumore zusätzliche Aberrationen auf den Chromosomen 
1, 2, 5, 6, 11,12, 17 und 19 auf, die bei TAK1LPC-KO-Tumoren nicht auftraten. 
Demnach führte das Auftreten von Nekroptose in TAK1LPC-KO-Mäusen zum 
Ausbleiben zusätzlicher chromosomaler Aberrationen auf den übrigen 
Chromosomen. Die zusätzlichen Aberrationen auf den weiteren Chromosomen in 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Tumoren waren überwiegend Deletionen. Dagegen enthielt das 
alterierte Gewebe aus TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern nahezu keine chromosomalen 
Aberrationen, was das Ausbleiben der Tumorgenese in diesen Mäusen bestätigt 
(Abb. 13).  
Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass bei chronisch-inflammatorisch bedingter 
Hepatitis Caspase-8-abhängige Apoptose und nicht Nekroptose zum Auftreten von 
chromosomalen Aberrationen führt und somit eine Grundlage bildet, die für die  
Entstehung von Tumoren verantwortlich ist. Dieses wird jedoch durch das Auftreten 
von Nekroptose zum Teil inhibiert. 
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Abb. 13: CGH-Analyse aus mikrodisseziertem Lebergewebe aus 25-35 Wochen alten TAK1LPC-KO-
(n=3) und TAK1LPC-KO/RIP3-/--(n=9) und TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern (n=5). TAK1LPC-KO- und TAK1LPC-
KO/RIP3-/--Lebern zeigen starke chromosomale Aberrationen vornehmlich auf den Chromosomen 4, 8 
und 12. TAK1LPC-KO/RIP3-/- zeigt zudem zusätzliche Aberrationen auf allen übrigen Chromsomen. 
TAK1/Casp-8LPC-KO hingegen weist kaum Aberrationen auf. rot-markiert: deutet auf Amplifikationen 
hin, blau: deutet auf Deletionen hin. 
 
4.7. Parakrine Regulation der kompensatorischen Proliferation in TAK1LPC-
KO/RIP3-/--Mäusen 
Da lediglich das Auftreten von Apoptose und nicht Nekroptose zur Entstehung und 
Progression von Tumoren in TAK1LPC-KO-Lebern führte, stellt sich die Frage, was 
diese massive LPC-Proliferation auslöst. Leberregeneration ist mit der Produktion 
proinflammatorischer Zytokine (TNF und Interleukin- (IL)-6) verknüpft, die durch 
eingewanderte Makrophagen sezerniert werden (141). Eine unterschiedliche 
Immunreaktion und die daraus resultierende Zytokin-Sezernierung könnte infolge von 
Apoptose vs. Nekroptose differentiell reguliert sein. Daher wurden im nächsten 
Schritt die Einwanderung von Makrophagen und die Zytokin-Expression untersucht. 
Die immunhistologische Anfärbung mit F4/80 zeigte eine signifikant erhöhte 
Anzahl an eingewanderten Makrophagen in sechs Wochen alten TAK1LPC-KO/RIP3-/-- 
und TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern, verglichen mit WT (Abb. 14A). Zwar sind in 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern mehr Makrophagen vorhanden, jedoch ist der Unterschied 
zu TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern nicht signifikant verschieden (Abb. 14A). Eine FACS-
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basierte Analyse bestätigte diesen Befund, bei dem der Unterschied an 
eingewanderten Makrophagen in TAK1LPC-KO/RIP3-/-- und TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern 
ebenfalls nicht signifikant verschieden war (Abb. 14B). Anschließend wurde durch 
einen FACS-basierten “Multiplex-Assay“ die Konzentration von verschiedenen 
proinflammatorischen Zytokinen/Chemokinen untersucht. Dabei war die 
Konzentration von IL-2, IL-22 sowie IFN-γ nicht signifikant verschieden (Abb. 14C). 
Die Konzentration von IL1-α, IL-6 und MCP-1 (CCL2) hingegen waren in TAK1LPC-
KO/RIP3-/--Lebern signifikant erhöht, verglichen mit TAK1/Casp-8LPC-KO- und WT-
Lebern (Abb. 14C). Dies ist insofern von Bedeutung, da für IL1-α und IL-6 
Schlüsselrollen in der Einleitung von kompensatorischer Proliferation und der 
Hepatokarzinogenese in Folge von Hepatozyten-Zelltod gezeigt wurden (53, 142).  
Des Weiteren konnte die Expression von TNF ermittelt  werden und es zeigte 
sich, dass zwischen TAK1/Casp-8LPC-KO- und TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern kein 
signifikanter Unterschied vorlag, jedoch war die TNF-Expression in beiden KO-
Modellen signifikant induziert, verglichen mit WT-Lebern (Abb. 14D). 
Zusammengefasst zeigen diese Resultate, dass vor allem Apoptose und nicht 
Nekroptose zur Einwanderung von Makrophagen und zur Sezernierung von IL1-α 
und IL-6 führten, was vermutlich zur erhöhten kompensatorischen Proliferation in 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Mäusen beitrug.  
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Abb. 14: A). Immunhistochemische Anfärbung mit F4/80 in sechs Wochen alten Tieren zeigt einen 
erhöhten Anteil an eingewanderten Makrophagen in TAK1LPC-KO/RIP3-/- und TAK1/Casp-8LPC-KO 
verglichen mit WT-Makrophagen in sechs Wochen alten Lebern. (WT n=5; TAK1/Casp-8LPC-KO n=5; 
TAK1LPC-KO/RIP3-/- n=6) B) FACS-basierte Analyse zeigt einen leicht erhöhten Anteil an 
eingewanderten Makrophagen in TAK1LPC-KO/RIP3-/-, verglichen mit TAK1/Casp-8LPC-KO. n=5 für beide 
Genotypen. C) “Flow-Cytomix Multiplex“-Analyse zeigt die Protein-Konzentration von Zytokinen aus 
Lebergesamtgewebe von sechs Wochen alten TAK1/Casp-8LPC-KO-,  TAK1LPC-KO/RIP3-/-- und WT-
Mäusen. n=6 für alle Genotypen. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001. D) qRT-Analyse des Zytokin TNF 
zeigt eine signifikante Induktion in TAK1/Casp-8LPC-KO- und TAK1LPC-KO/RIP3-/-- Lebern, verglichen mit 
WT. n=5 für alle Genotypen; *** p<0,001. 
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Da neben Zytokinen auch Wachstumsfaktoren zur Proliferation führen, wurden im 
nächsten Schritt Expressionsanalysen verschiedener Wachstumsfaktoren ermittelt. 
Dabei war lediglich eine leicht erhöhte Expression des Hepatozyten-Wachstums-
Faktors (HGF) in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern feststellbar, verglichen mit TAK1/Casp-
8LPC-KO-Lebern (Mittelwert rel. mRNA Expression: WT=1; TAK1/Casp-8LPC-KO=3,1; 
TAK1LPC-KO/RIP3-/-=4,1), wohingegen die Expression von NGF sowie VEGF in 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern signifikant niedriger war, verglichen mit TAK1/Casp-8LPC-
KO-Lebern. (Abb. 15A). Die Expression von EGF und IGF-1 waren hingegen nicht 
signifikant verschieden in beiden Maus-Modellen (Abb. 15B). Diese Ergebnisse 
deuten nicht auf eine entscheidende Rolle der hier untersuchten Wachstumsfaktoren 
in der Vermittlung der massiven Unterschiede in der kompensatorischen 
Proliferation, die durch Apoptose bzw. Nekroptose ausgelöst wurden, hin. 
Untersuchungen in Drosophila haben gezeigt, dass parakrine Signale von 
apoptotischen Zellen sezerniert werden und für eine kompensatorische Proliferation 
und für die Geweberegeneration verantwortlich sind (143, 144), und implizieren einen 
möglichlicherweise ähnlichen Mechanismus in apoptotischen TAK1LPC-KO/RIP3-/--
Hepatozyten. Bei der Untersuchung von Signalwegen, die aktiv in die Proliferation 
involviert sind, konnte lediglich ein Aktivitätsunterschied im JNK-Signalweg 
festgestellt werden (Abb. 15B). Durch Western-Blot-Analysen mit phospho-
spezifischen Antikörpern, die allesamt die aktive Form der Proteine detektieren, 
konnte demnach eine deutlich erhöhte Aktivität von JNK in sechs Wochen alten 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern verglichen mit TAK1/Casp-8LPC-KO- und WT-Lebern, 
gezeigt werden (Abb. 15B). Die Aktivität von AKT, p38, STAT3 sowie ERK waren 
nicht unterschiedlich reguliert (Abb. 15B). JNK wurde zudem in TAK1LPC-KO/RIP3-/--
Lebern sowohl von Immunzellen als auch von Hepatozyten aktiviert, während in WT- 
und TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern vornehmlich die Immunzellen positiv für p-JNK 
angefärbt waren (Abb. 15C). Abschließend wurde mittels Western-Blot-Analyse das 
Vorhandensein des endogenen Zyklin-D1-Inhibtors p16 in sechs Wochen alten 
Mäusen untersucht. Diese Analyse weist das Fehlen von p16 sowohl in TAK1/Casp-
8LPC-KO- als auch in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebergewebe auf (Abb. 15D). Da in beiden 
KO-Modellen der Inhibitor p16 nicht mehr vorhanden war, waren die Zellen zur 
Proliferation ausgelegt, jedoch ist die Expression von Zyklin-D1 deutlich höher in 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Mäusen, was zur stärkeren JNK-abhängigen Proliferation in 
diesen Mäusen beitrug.  
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Abb. 15: A) qRT-PCR zeigt die Expression von Wachstumsfaktoren in sechs Wochen alten TAK1LPC-
KO/RIP3-/- und TAK1/Casp-8LPC-KO und WT-Kontrollen. B) Western-Blot-Analyse zeigt den 
Aktivitätszustand der angegebenen Proteine in sechs Wochen alten TAK1LPC-KO/RIP3-/-- und 
TAK1/Casp-8LPC-KO- und  WT-Kontrollen. C) Immunhistochemische Anfärbung gegen p-JNK in sechs 
Wochen alten Tieren zeigt erhöhte JNK-Aktivität in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Hepatozyten und -Immunzellen 
während TAK1/Casp-8LPC-KO und WT lediglich JNK-Aktivität in Immunzellen aufweisen. D) Western-
Blot-Analyse zeigt den Zyklin-D1-Inhibitor p16 in sechs Wochen alten TAK1LPC-KO/RIP3-/- und 
TAK1/Casp-8LPC-KO und  WT Kontrollen. 
 
4.8. Die NF-κB-unabhängige Rolle von NEMO in TAK1LPC-KO-Lebern 
Es wurde kürzlich beschrieben, dass NEMO (NF-κB essential modulator) neben der 
Funktion in der NF-κB-Aktivierung auch in der Einleitung der TNF-induzierten 
programmierten Nekrose involviert ist (145). Darüber hinaus stellt es auch einen 
weiteren wichtigen NF-κB-unabhängigen Kontrollpunkt in der Einleitung der TNF-
abhängigen Apoptose dar (146). Da beide Zelltodvarianten in der TAK1LPC-KO-Maus 
simultan auftreten und NEMO ein wichtiger Kontrollpunkt beider Zelltodvarianten ist, 
wurde abschließend die Rolle von NEMO in der Progression der Cholestase, 
Hepatitis und Tumorgenese in TAK1LPC-KO-Mäusen untersucht, indem eine 
TAK1/NEMOLPC-KO-Maus generiert wurde. Zunächst wurde die Deletion von Tak1 
und NEMO mittels Western-Blot-Analyse eindeutig dargelegt (Abb. 16A). 
Makroskopisch gesehen zeigte die TAK1/NEMOLPC-KO-Leber im Alter von sechs 
Wochen keinen Unterschied zu WT-Lebern auf. Weder tumoröse Läsionen noch 
Anzeichen einer Cholestase waren makroskopisch sichtbar (Abb. 16B). Auf 
serologischer Ebene wies die Doppel-KO-Maus ähnlich erhöhte ALT- und AST-Werte 
auf wie die TAK1LPC-KO-Maus, was auf ein Vorhandensein einer Hepatitis hindeutet 
(Abb. 16C). Die Bilirubin-Werte waren jedoch signifikant auf WT-Niveau in 
TAK1/NEMOLPC-KO-Mäusen reduziert (Abb. 16C), was histologisch auch durch das 
Vorhandensein von Gallengangsstrukturen bestätigt wurde (Abb. 16D-E). Das 
Ausbleiben der Cholestase korrelierte erneut mit dem Ausbleiben der Nekrose, da 
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keine nekrotischen Areale in TAK1/NEMOLPC-KO-Lebern detektiert werden konnten 
(Abb. 16D-E), was wiederum die Ergebnisse aus den TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern 
bestätigen (Abb. 6A-B; 7A-B).  
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Abb. 16: A) Bestätigung per Western-Blot zur Deletion von TAK1 bzw. NEMO in den KO-Mäusen. B) 
Makroskopische Aufnahmen von sechs Wochen alten Lebern zeigen das Vorhandensein von 
dysplastischen Knötchen und Cholestase-bedingtem Ikterus auf TAK1LPC-KO-Lebern, während die 
TAK1/NEMO LPC-KO-Leber eine normale Morphologie aufweist. C) Serologische Untersuchungen in 
sechs Wochen alten Mäusen zeigen erhöhte Werte von zirkulierenden Aminotransaminasen (AST 
Aspartat-Aminotransaminase; Alanin-Aminotransaminase; ALT) in TAK1LPC-KO- und TAK1/NEMOLPC-
KO-Seren, während Serum-Bilirubin-Werte in TAK1/NEMOLPC-KO signifikant auf WT-Niveau reduziert 
sind. n=4 für alle Genotypen. ** p<0,01; *** p<0,001. D) Hämatoxylin-Eosin- und pan-Zytokeratin-
Färbung auf Paraffinschnitten von sechs Wochen alten Lebern zeigen das Ausbleiben von 
nekrotischen Arealen und das Vorhandensein von Gallengangsstrukturen in TAK1/NEMOLPC-KO-
Lebern. E) Quantifizierung der pan-Zytokeratin-angefärbten Gallengänge aus 16D. (WT n=5; TAK1LPC-
KO n=4; TAK1/NEMOLPC-KO n=8) ** p<0,01; *** p<0,001. 
 
Da sowohl NEMO als auch TAK1 für die NF-κB-Aktivierung essentiell sind, wurde 
anschließend untersucht, ob durch die zusätzliche Deletion von NEMO in TAK1LPC-
KO-Mäusen Unterschiede in der NF-κB-Aktivierung auftraten. In vivo zeigen sowohl 
TAK1LPC-KO- als auch NEMOLPC-KO-Mäuse eine ähnliche Beeinträchtigung in der NF-
κB-Aktivierung (82). Die zusätzliche Deletion von NEMO in TAK1LPC-KO-Mäusen 
führte zu einer weiteren Beeinträchtigung in der NF-κB-Aktivität von primären 
Hepatozyten nach TNF-Stimulation, die durch eine EMSA-Analyse (Electron Mobility 
Shift Assay) dargelegt werden konnten (Abb. 17). Während die NF-κB-Aktivität in 
TAK1LPC-KO-Hepatozyten deutlich verringert war im Vergleich zu WT-Hepatozyten, so 
war in TAK1/NEMOLPC-KO-Hepatozyten kaum noch NF-κB-Aktivität feststellbar.  
NF-κB stellt einen wichtigen pro-proliferativen, pro-inflammatorischen und anti-
apoptotischen Transkriptionsfaktor dar (147). Daher wurde abschließend untersucht, 
inwiefern das verringerte NF-κB-Aktivitätspotenzial in TAK1/NEMOLPC-KO-Mäusen 
Auswirkungen auf die Infiltration von Makrophagen, die Einleitung von Apoptose und 
Proliferation zur Folge hatte.  
*** ***
**
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Abb. 17: EMSA-Untersuchung für die NF-κB-Aktivität (p50; p65) in primären Hepatozyten nach TNF-
Stimulation. 
 
Die verringerte NF-κB-Aktivierung in TAK1/NEMOLPC-KO-Lebern führte nicht zu einem 
signifikanten Anstieg an infiltrierenden Makrophagen im Vergleich zu TAK1LPC-KO-
Lebern, die durch die Quantifizierung der immunhistologischen Anfärbung mit F4/80 
erzielt wurde (Mittelwert F4/80+-Bereich in %: WT=2,16; TAK1LPC-KO=5,48; 
TAK1/NEMOLPC-KO=3,12) (Abb. 18A-B). Im Bezug auf Apoptose wiesen ebenfalls 
sowohl TAK1LPC-KO- als auch TAK1/NEMOLPC-KO-Lebern keinen Unterschied auf. 
Sowohl die immunhistologische Quantifizierung von cl.Caspase-3+-Hepatozyten 
(Mittelwert cl.Caspase-3+-Hepatozyten / 1000 Hepatozyten: WT=2x10-7; TAK1LPC-
KO=13,98; TAK1/NEMOLPC-KO=17,33), als auch Western-Blot-Analysen gegen 
cl.Caspase-3 wiesen einen ähnlichen Apoptose-Status in diesen Lebern auf (Abb. 
18C-D). Da der Apoptose-Status in beiden Genotypen keinen Unterschied aufwies, 
konnte ebenfalls kein Unterschied bei der kompensatorischen Proliferation 
festgestellt werden. Immunhistologisch zeigten sowohl TAK1LPC-KO- als auch 
TAK1/NEMOLPC-KO-Lebern keinen signifikanten Unterschied an Ki-67+-Zellen auf 
(Mittelwert Ki-67+-Hepatozyten / 1000 Hepatozyten: WT=6,8; TAK1LPC-KO=252,7; 
TAK1/NEMOLPC-KO=260) (Abb. 18E-F). Dieses Ergebnis konnte durch Western-Blot-
Analysen der Zellzyklusproteine Zyklin-D1 und PCNA bestätigt werden (Abb. 18F).  
Das geringere NF-κB-Aktivitätspotential in TAK1/NEMOLPC-KO-Lebern führte zu 
keinem Unterschied in Bezug auf die Infiltration von Makrophagen, das Einleiten von 
Apoptose sowie die daraus resultierende kompensatorische Proliferation. Demnach 
ist das Ausbleiben der frühen Hepatokarzinogenese in TAK1/NEMOLPC-KO-Lebern 
nicht durch einen Unterschied von Apoptose und daraus resultierender 
kompensatorischer Proliferation bedingt, so dass davon ausgegangen werden kann, 
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dass die Phänotypen in TAK1LPC-KO-Lebern durch NF-κB-unabhängige Funktionen 
von NEMO beeinflusst werden. 
 
A 
 
 
B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
C 
 
 
 
 
 
100µm
WT TAK1LPC-KO TAK1/NEMOLPC-KO 
F4
/8
0 
100µm 
WT TAK1LPC-KO TAK1/NEMOLPC-KO 
cl
. C
as
p-
3 
57 
 
cl. Casp-3
GAPDH
1     2     3
W
T
TA
K1
LP
C-
KO
TA
K1
/N
EM
O
LP
C-
KO
D 
  
WT
LP
C-
KO
TA
K1
LP
C-
KO
TA
K1
/N
EM
O
0
10
20
30
40
50
cl
. C
as
p-
3+
 H
ep
at
oz
yt
en
 / 
10
00
 H
ep
at
oz
yt
en
 
E 
 
 
F       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 18: A) Immunhistochemische Anfärbung mit F4/80 in sechs Wochen alten Tieren zeigt einen 
erhöhten Anteil an eingewanderten Makrophagen in TAK1LPC-KO und TAK1/NEMOLPC-KO verglichen mit 
WT. B) Quantifizierung der F4/80 Färbung aus 18A. n=5 für alle Genotypen.  C) 
Immunhistochemische Anfärbung gegen cl.Caspase-3 in sechs Wochen alten Mäusen zeigt einen 
ähnlichen erhöhten Anteil an apoptotischen Zellen in TAK1LPC-KO- und TAK1/NEMOLPC-KO- verglichen 
mit WT-Lebern. D) Quantifizierung der cl.Caspase-3-Färbung aus 18C und Western-Blot-Analyse für 
cl.Caspase-3. n=5 für alle Genotypen. E) Immunhistochemische Anfärbung gegen Ki-67 in sechs 
Wochen alten Mäusen zeigt einen ähnlichen erhöhten Anteil an proliferierenden Zellen in TAK1LPC-KO 
und TAK1/NEMOLPC-KO verglichen mit WT-Lebern. F) Quantifizierung der Ki-67-Färbung aus 18E und 
Western-Blot-Analyse der Proliferationsmarker Zyklin-D1 und PCNA. n=5 für alle Genotypen.  
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5. Diskussion 
 
Die konditionelle Deletion von TAK1 in parenchymatösen Leberzellen führt zu 
massiven Phänotypen, die sich durch eine frühe Hepatitis ausgelöst durch Apoptose 
bzw. Nekroptose, Fibrose-Entstehung, Cholestase und letztendlich durch HCC-
Entstehung mit definierten chromosomalen Abbarationen auszeichnen (81, 82). Das 
zeitgleiche Auftreten von Apoptose, bzw. Nekroptose in ein und demselben Organ 
(Abb. 6 und 9) stellt ein bis dahin einmaliges Ereignis dar, da die Nekroptose-
Einleitung unter Bedingungen erfolgt, in denen Apoptose inhibiert ist (148-151). 
Durch die gezielte Ausschaltung von Apoptose bzw. Nekroptose in TAK1LPC-KO-
Mäusen konnten divergente Funktionen beider Zelltodvarianten aufgeführt werden. 
So führt die Apoptose nicht nur zu verstärkter Hepatitis, sondern hat mehr noch die 
Krebsentstehung in TAK1-deletierten LPCs zur Folge (Abb. 7A, 11). Die Nekroptose 
hingegen inhibiert das Tumorwachstum in TAK1LPC-KO-Mäusen (Abb. 11). Zudem ist 
die Nekroptose die Ursache für das Auftreten der Cholestase in TAK1LPC-KO-Mäusen 
(Abb. 7A). Welche molekularen Mechanismen für diese Beeinflussung verantwortlich 
sind, werden im Folgenden punktuell diskutiert. 
 
5.1. Caspase-8-abhängige Apoptose induziert HCC-Entstehung; Nekroptose 
führt zur Cholestase 
Wie bereits eingangs erwähnt stellen chronisch-entzündliche Prozesse, wie sie etwa 
im Rahmen viraler Hepatitiden oder bei Alkoholismus auftreten, die wichtigsten 
Risikofaktoren für die Entstehung eines HCC (16, 18, 21) dar. All diese Prozesse 
führen zu einer dramatischen Zellschädigung und schließlich zum Zelltod. Das 
Auftreten des Zelltodes stellt somit ein zentrales pathophysiologisches Ereignis dar, 
das die Hepatitis mit der Krebsentstehung verknüpft  (83, 152). Das Auftreten von 
Apoptose bzw. Nekrose stellt somit bei vielen Patienten mit diversen 
Lebererkrankungen ein großes Problem dar (83).  
In murinen Tumormodellen ist die Funktion und Rolle von Apoptose in der 
HCC-Entstehung unlängst beschrieben worden. In einem inflammatorisch bedingten 
Tumormodell (52) führte die Inhibierung von Apoptose mittels Caspase-8-KO zum 
Ausbleiben der Hepatokarzinogenese (153). Während die molekularen Mechanismen 
und Interaktionspartner der Nekroptose weitgehend charakterisiert sind, sind die 
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pathophysiologischen Auswirkungen der Nekroptose in der Pathogenese von 
Lebererkrankungen bisher nicht beschrieben. In dieser Arbeit konnten zum ersten 
Mal die Konsequenzen von Nekroptose in der Pathogenese von Lebererkrankungen 
beschrieben werden. Zum einen konnte gezeigt werden, dass die Nekroptose aktiv in 
die Homöostase der Gallengänge eingreift. Sowohl TAK1LPC-KO- also auch 
TAK1/Casp-8LPC-KO-Mäuse, in denen Nekroptose ein prominentes Ereignis ist, 
zeigten erhöhte Serum-Bilirubinwerte, während diese in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Mäusen 
durch das Ausbleiben der Nekroptose nicht zu sehen waren (Abb. 7A). Der 
Nekroptose-bedingte Ikterus in beiden Modellen lässt sich nicht nur auf eine 
Reduktion der Gallengängszellen zurückführen, da TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern im 
Vergleich zu WT-Lebern keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl an 
Gallengängszellen aufwiesen (Abb. 8A-B).  
Die reduzierte Anzahl an Gallengängen in TAK1LPC-KO-Lebern lässt sich 
wahrscheinlich durch das zeitgleiche Auftreten von Apoptose und Nekroptose 
erklären, da dieser Zelltod-Stimulus zu groß war, um durch die vorhandenen 
Gallengänge und Ovalzellen ausreichend kompensiert werden zu können. Jedoch 
scheint es so zu sein, dass die Architektur der Gallengänge in TAK1/Casp-8LPC-KO-
Lebern einer unzureichenden Regeneration unterlagen, da nekrotischer Zelltod, 
anders als Apoptose, eine größere Fläche betrifft und der Verlust von kompletten 
Gallengangsstrukturen wahrscheinlich unzureichend kompensiert wurde. Das 
Ausbleiben der Nekroptose in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern führte durch signifikant 
höhere Apoptose sogar zu einer kompensatorischen Proliferation von 
Gallengangszellen, was eine signifikant erhöhte Anzahl an Gallengangszellen zur 
Folge hatte (Abb. 8A-B).  
Eine weitere mögliche Ursache könnte durch eine Nekroptose-unabhängige 
Funktion von RIP3 in Gallengangszellen erklärt werden. Jedoch scheint dies eher 
unwahrscheinlich, da wie schon in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern auch in 
TAK1/NEMOLPC-KO-Lebern das Ausbleiben der Nekrose (Nekroptose) mit dem 
Ausbleiben der Cholestase korrelierte (Abb. 8A-B; Abb. 16). Somit scheint das 
Auftreten von Nekroptose zu einem Ikterus zu führen. Was jedoch die genauen 
Ursachen dafür sind und inwiefern die Nekroptose der Hepatozyten oder 
Gallengangszellen diesen Phänotyp beeinflussen, muss in weiteren Untersuchungen 
geklärt werden. Da der Knock-out von Tak1, Caspase-8 und RIP3 sowohl in 
Hepatozyten als auch in Gallengangszellen auftritt, ist die spezifische 
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Unterscheidung zwischen Gallengangs-Phänotyp und Hepatozyten-Phänotyp derzeit 
nicht möglich, da eine Deletion von Genen spezifisch in Gallengangszellen bisher 
nicht etabliert ist.   
Eine weitere Konsequenz von Nekroptose in Lebererkrankungen lässt sich 
eindrucksvoll in der Leberkrebsentstehung darlegen. Durch das Ausbleiben der 
Nekroptose in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern konnte das Tumorwachstum unkontrolliert 
seinen Lauf nehmen und im Vergleich zu TAK1LPC-KO-Tumoren deutlich an Größe 
zulegen (Abb. 12). Wie schon zuvor beschrieben, konnte in einem inflammatorisch 
bedingten Tumormodell die Hepatokarzinogenese durch die Ausschaltung von 
Caspase-8 abhängiger Apoptose unterbunden werden (153). In diesem Modell ist die 
IKK-Untereinheit NEMO in parenchymatösen Leberzellen deletiert und führt zur 
spontanen HCC-Entstehung, die durch die Deletion von Caspase-8 unterbunden 
werden kann. In TAK1LPC-KO-Lebern wird die Hepatokarzinogenese ebenfalls durch 
Caspase-8-abhängige Apoptose induziert, da TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern keine 
Tumore aufweisen (Abb. 12). Nekroptose hingegen inhibiert das Tumorwachstum in 
TAK1LPC-KO-Mäusen (Abb. 12). Zwar ist der prozentuale Anteil von Tumorgewebe zu 
unbetroffenem Gewebe in beiden Mausmodellen nicht signifikant verschieden, 
jedoch ist die Tumor- und Lebergröße in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern signifikant höher. 
Somit ist die Caspase-8-abhängige Apoptose zum einen notwendig, um die 
Tumorgenese zu induzieren und scheinbar auch für das unkontrollierte Wachstum 
von Tumor und Leber in TAK1LPC-KO/RIP3-/- notwendig. Wahrscheinlich führte 
Caspase-8-abhängige Apoptose zu einem Stimulus, der die Proliferation induzierte. 
Dieser Stimulus wurde jedoch nicht durch Nekroptose ausgelöst, so dass in TAK1LPC-
KO-Lebern durch das Auftreten der Nekroptose das Verhältnis von neugebildeten zu 
sterbenden Zellen auf einem konstanten Niveau gehalten wurde, während in 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern durch die vermehrte Apoptose und demzufolge auch 
durch den höheren Proliferationsstimulus sowohl Leber als auch Tumor unkontrolliert 
wachsen konnten. Hinzu kommt, dass durch das Ausbleiben von Nekroptose eine 
hohe Anzahl an Zellen erhalten blieb, die zwar an vermehrter Apoptose starben, dies 
führte jedoch zu einer kompensatorischen Proliferation.  
 
5.2. Ursachen für die kompensatorische Proliferation  
Eine zentrale Fragestellung in der Hepatologie ist der Prozess der 
kompensatorischen Proliferation. Zwar gibt es Theorien, welche Faktoren diese 
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induzieren, jedoch sind die genauen molekularen Mechanismen, die zur 
kompensatorischen Proliferation in Folge von Zelltod führen, weitgehend unbekannt. 
Dabei sind vor allem die Zellen, die die kompensatorische Proliferation auslösen, 
noch nicht identifiziert. Es ist bekannt, dass apoptotische Zellen überwiegend von 
Makrophagen über Phagozytose beseitigt werden. Diese werden über sezernierte 
Chemotaxismoleküle bzw. durch die Änderung der Membranpolarität/-Beschaffenheit 
apoptotischer Zellen angelockt (105-108). Die bisherige Lehrmeinung ist davon 
ausgegangen, dass die Beseitigung apoptotischer Zellen immunologisch neutral ist, 
das heißt, dass es nicht zu einer Entzündungsreaktion kommt, da es nach Aufnahme 
durch die Makrophagen nicht zur Sekretion von Zytokinen und zur Auslösung 
proinflammatorischer Prozesse kommt und somit auch nicht zur Proliferation (109-
111). Zudem wird bisher davon ausgegangen, dass das Auftreten von Nekrose zu 
einer Immunantwort führt, die durch die passive Freisetzung proinflammatorischer 
Moleküle ausgelöst wird und zur Aktivierung von Makrophagen führt (122-125). 
Durch die Sezernierung von proinflammatorischen Molekülen (wie IL-1α oder IL-6) 
wird durch Nekrose Proliferation ausgelöst (126, 142, 154, 155). Die hier gezeigten 
Daten weichen jedoch von der bekannten Lehrmeinung ab. Trotz des Fehlens von 
Nekrose (Nekroptose) in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern waren tendenziell mehr 
eingewanderte Makrophagen in diesen vorhanden, verglichen mit TAK1/Casp-8LPC-
KO-Lebern (Abb. 14A-B), und es wurden ebenfalls mehr IL-1α und IL-6 sezerniert, 
was womöglich zur kompensatorischen Proliferation beigetragen haben könnte. In 
jedem Fall war die Apoptose und nicht Nekroptose der Auslöser der 
kompensatorischen Proliferation, da in TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern die 
Proliferationsrate deutlich geringer war, verglichen mit TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern 
(Abb. 10). Demzufolge verhielt sich die Nekroptose in TAK1LPC-KO-Mäusen nicht wie 
in der Literatur beschriebene Nekrose, da die Immunantwort und die Expression von 
Zytokinen in TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern nicht stärker ausgefallen war als in TAK1LPC-
KO/RIP3-/--Lebern, was ebenfalls ein interessantes Ergebnis darstellt.  
Darüber hinaus war bei der Expression von Wachstumsfaktoren wie HGF kein 
dramatischer Unterschied zwischen TAK1LPC-KO/RIP3-/-- und TAK1/Casp-8LPC-KO-
Lebern zu erkennen, der diesen Proliferationsunterschied erklären würde (Abb. 
15A). Eine durch Nekrose ausgelöste Immunantwort und daraus resultierende 
kompensatorische Proliferation scheint in diesem TAK1-Maus-Modell 
unwahrscheinlich. Vielmehr spielte Apoptose in diesem Maus-Modell eine zentrale 
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Rolle, wobei eine direkte Aktivierung durch apoptotische 
Hepatozyten/Gallengangszellen direkt zur kompensatorischen Proliferation führte. 
 Untersuchungen in Drosophila haben gezeigt, dass parakrine Signale von 
apoptotischen Zellen sezerniert werden und für eine JNK-abhängige 
kompensatorische Proliferation und für die Geweberegeneration verantwortlich sind 
(143), und implizieren einen möglichen ähnlichen Mechanismus in apoptotischen 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Hepatozyten. Auch in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern konnte eine 
erhöhte konstitutive JNK-Aktivität festgestellt werden, die in TAK1/Casp-8LPC-KO kaum 
vorhanden war. Dabei zeigte sich, dass die Aktivität nicht nur in Immunzellen, 
sondern vor allem in Hepatozyten auftrat, was ebenfalls bei TAK1/Casp-8LPC-KO- und 
WT-Lebern nicht der Fall war (Abb. 15B-C). Neben der Induktion von Apoptose ist 
JNK ebenfalls über Zyklin-D1-Expression aktiv in die Proliferation involviert (156). 
Zudem war in TAK1/Casp-8LPC-KO- sowie in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern die Expression 
des Zyklin-D1/CDK4/6-Inhibitors p16 vollständig runterreguliert (Abb. 15D). Diese 
Inhibierung scheint TAK1-abhängig zu geschehen, da sie in beiden KO-Mäusen 
auftrat. Da aber in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern die Zyklin-D1 Expression stark induziert 
wurde, trug die p16-Inhibierung zur starken Proliferation bei. Somit stellt der JNK-
Signalweg ein interessantes Ziel dar, um das unkontrollierte Wachstum 
pharmakologisch, mittels eines JNK-Inhibitors zu beeinflussen. Darüber hinaus 
könnte die Generierung von TAK1/JNK1/2LPC-KO-Mäusen ebenfalls zur Inhibierung 
der Proliferation und somit zur Inhibierung des Tumorwachstums in diesen Mäusen 
führen.  
 
5.3. Caspase-8 kontrolliert die JNK-Aktivierung 
Die Tatsache, dass das Fehlen von Caspase-8 in TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern zum 
Ausbleiben der verstärkten kompensatorischen Proliferation führte, während diese in 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern verstärkt wurde, eröffnet eine neue zusammenhängende 
Interaktion von Caspase-8 und JNK in der Proliferationsaktivierung. TNF-abhängige 
transiente JNK-Aktivierung ist über den Transkriptionsfaktor AP-1 mit Zell-Überleben 
und Proliferation assoziiert, während anhaltende JNK-Aktivität zur Apoptose- und 
Nekrose-Einleitung führt (157). Die Apoptose-Einleitung geschieht über JNK-
abhängige Aktivierung der Ligase Itch, die wiederum den Caspase-8-Inhibitor c-FLIP 
degradiert und somit Apoptose induziert (158). In TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern ist eine 
konstitutive JNK-Aktivität vorhanden (Abb. 15B-C) und diese führte wahrscheinlich 
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zu vermehrter Apoptose, die wiederum die kompensatorische Proliferation induzierte. 
Ob die kompensatorische Proliferation direkt durch Caspase-8 ausgelöst wurde, oder 
indirekt durch Apoptose-induzierte Prozesse “downstream“ von Caspase-8, lässt sich 
mit den generierten Daten nicht beantworten.  
 Da die TAK1LPC-KO/RIP3-/--Hepatozyten de-differenziert sind und zudem 
zahlreiche chromosomale Abberationen aufwiesen (Abb. 11B-C; Abb. 13), könnten 
diese Veränderungen dazu geführt haben, das sich so genannte “undead cells“ 
gebildet haben. Bei den “undead cells“ handelt es sich um apoptotische Zellen, in 
denen bis auf die Effektor-Caspasen, die “Apoptose-Maschinerie“ in Gang gesetzt 
wurde, da diese blockiert sind (143). Daher wären diese Zellen immortalisiert, da 
zum einen durch RIP3-Deletion die Nekroptose unterbunden ist und zum anderen 
durch Aberrationen die Ausführung der Apoptose blockiert ist. Diese Zellen könnten 
demnach zu der kompensatorischen Proliferation führen, indem sie durch anhaltende 
Expression von Zytokinen und Wachstumsfaktoren die umliegenden Hepatozyten zur 
Proliferation anregen. Diese Theorie könnte mit Hilfe einer TAK1/Caspase-3LPC-KO 
(oder TAK1/Caspase-7LPC-KO) Doppel-KO-Maus untersucht werden. Bei diesen 
Varianten wäre Caspase-8 vorhanden, um die mögliche direkte kompensatorische 
Proliferation zu induzieren (über JNK), jedoch wären die Effektor-Caspasen-3 bzw. 7 
nicht vorhanden, so dass diese Zellen auch nicht zur Ausführung der Apoptose im 
Stande wären. Somit könnte die Krebsentstehung in diesen Mäusen verstärkt 
werden. Sollte jedoch die kompensatorische Proliferation nicht alleine durch direkte 
Caspase-8-abhängige Prozesse ausgelöst werden, sondern das Ausführen der 
Apoptose benötigen, so würde die Krebsentstehung in diesen Mausmodellen 
ebenfalls inhibiert sein. Des Weiteren könnte man TAK1LPC-KO/RIP3-/--Mäuse mit 
einem spezifischen Caspase-3-Inhibitor behandeln und so möglicherweise das 
Krebswachstum verstärken, sollte die kompensatorische Proliferation Caspase-8 
abhängig sein, oder auch inhibieren, sollte dieser Effekt die Ausführung der 
Apoptose benötigen. Somit könnte ein möglicher Effekt von Caspase-8 auf die 
Proliferation, unabhängig der Funktion in der Einleitung der Apoptose, untersucht 
werden. In jedem Fall könnten so zusätzliche Informationen generiert werden, die zur 
Aufschlüsselung des Mechanismus helfen würden.    
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5.4. Die funktionelle Rolle chromosomaler Aberrationen in der TAK1LPC-KO- 
abhängigen Hepatokarzinogenese 
Wie zuvor beschrieben könnten die Aberrationen dazu geführt haben, dass sich 
“undead cells“ gebildet haben, die nicht mehr im Stande wären, Apoptose 
auszuführen, und demnach immortalisiert sind. Viele Fakten sprechen dafür. Zum 
einen war die NF-κB-Aktivität in TAK1LPC-KO-Lebern beeinträchtigt (Abb. 17), was die 
Zellen anfällig für Zelltod machte und an der erhöhten Anzahl von apoptotischen 
Zellen zu sehen ist (Abb. 9) und zum anderen wiesen alle TAK1LPC-KO- sowie 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Mäuse gleiche chromosomale Aberrationen auf den 
Chromosomen 4, 8 und 13 auf (Abb. 14). Dieses Aberrationsmuster legt nahe, dass 
diese Zellen einen Selektionsvorteil erlangten, der es Ihnen ermöglichte, sich in der 
Leber zu etablieren. Somit könnte eine Selektion transformierter, wahrscheinlich 
Apoptose-resistenter Zellen erfolgt sein und so die Tumorgenese ermöglicht haben. 
Ob der Selektionsvorteil darin bestand, dass Apoptose inhibiert wurde oder die 
Proliferation begünstigt, muss noch genauer Untersucht werden. In jedem Fall war 
die Generierung dieser Aberrationen Caspase-8-abhängig, da diese Aberrationen in 
TAK1/Casp-8LPC-KO-Lebern nicht auftraten und es ermöglichte den Zellen die 
Etablierung in der Leber. Die Deletion von TAK1 begünstigte die Entstehung der 
Aberrationen wahrscheinlich durch den Verlust der Kontrolle über die Zelltod-
Einleitung, sowohl über Nekroptose als auch Apoptose, was dazu führte, dass diese 
Aberrationen durch Caspase-8-abhängige Mechanismen entstehen konnten. TAK1 
stellt einen zentralen Kontrollpunkt dar, der die Einleitung von Apoptose, bzw. 
Nekroptose unterdrückt. 
Darüber hinaus wirkte das Auftreten von Nekroptose zum Teil inhibierend auf 
die Entstehung von Aberrationen, da in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern zusätzliche 
chromosomale Aberrationen auftraten, die in TAK1LPC-KO-Lebern nicht zu sehen 
waren (Abb. 14). Wie diese Aberrationen molekular entstanden sind, kann derzeit 
nicht beantwortet werden. In jedem Fall müssten zunächst die betroffenen 3 
Chromosomen genauer untersucht werden, um zu erfahren, welche Gene tatsächlich 
davon betroffen sind. Möglicherweise könnten dadurch betroffene Gene, die aktiv in 
die Apoptose eingreifen, oder Onkogene/Tumorsupressor-Gene identifiziert werden.  
Aus den erzielten Ergebnissen lässt sich folgendes Modell zur differentiellen 
Rolle von Caspase-8 abhängiger Apoptose und RIP3-abhängiger Nekroptose in der 
Hepatokarzinogenese und biliären Homöostase darstellen (Abb. 19).   
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Abb. 19: Modell zur differentiellen Rolle von Apoptose und Nekroptose in der Hepatokarzinogenese 
und biliären Homöostase. Unter chronisch-bedingter Inflammation haben  Apoptose bzw. Nekroptose 
unterschiedliche Auswirkungen auf die kompensatorische Proliferation die zur HCC-Entstehung bzw. 
Cholestase führen oder diese unterbinden. Das Auftreten von Apoptose führt zur erhöhten Bildung 
von IL-1α und IL-6 was zur gesteigerten Aktivität von JNK führt und somit die erhöhte 
kompensatorische Proliferation von sowohl Hepatozyten (Hep) als auch Gallengängen (GG) auslöst. 
Die Bildung der Zytokine wird dabei auch von eingewanderten Immunzellen (NPC) verstärkt. Die 
gesteigerte Proliferation führt zum unkontrollierten Wachstum, die zu chromosomalen Aberrationen 
führen und somit eine Basis für die Hepatokarzinogenese bilden. Zeitgleich wird durch die 
Gallengangs-Hyperplasie die Cholestase-Entstehung verhindert. Dagegen führt das Auftreten von 
Nekroptose zu einer insuffizienten JNK-Aktivierung und geringen kompensatorischen Proliferation, 
was zum Ausbleiben der Hepatokarzinogenese führt, wohingegen durch die unzureichende 
kompensatorische Proliferation die Cholestase auftritt. 
 
5.5. NEMO: neuer Interaktionspartner in der Nekroptose 
Nachdem die Progression der Hepatitis, Cholestase sowie HCC-Entstehung in 
TAK1LPC-KO-Mäusen klar und deutlich durch das Auftreten oder Ausleiben von 
Caspase-8-abhängiger Apoptose und RIP3-abhängiger Nekroptose herausgestellt 
wurde (Abb. 19), wird die Pathogenese durch die zusätzliche Deletion von NEMO in 
TAK1LPC-KO-Mäusen komplex. Die IKK-Untereinheit NEMO ist ebenfalls wie TAK1 ein 
notwendiges Molekül zur NF-κB-Aktivierung. Darüber hinaus stellt NEMO ein NF-κB-
unabhängiges inhibitorisches Apoptose- bzw. Nekroptose-Kontrollmolekül dar (145, 
146). Während O`Donnel und Kollegen zeigen konnten, dass das Fehlen von NEMO 
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in T-Zellen diese sensitiv gegenüber TNF-induzierter Nekroptose macht (145), 
konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass NEMO in TAK1LPC-KO-Mäusen nicht 
inhibierend wirkt, sondern in diesem Fall die Nekroptose induziert. Durch die Deletion 
von NEMO in TAK1LPC-KO-Mäusen konnte das Auftreten der Nekroptose unterbunden 
werden (Abb. 16D). Das Ausbleiben der Nekroptose führte wiederum zum 
Ausbleiben der Cholestase in diesen Mäusen und bestätigt die Beobachtungen in 
TAK1LPC-KO/RIP3-/--Mäusen, bei denen ebenfalls das Ausbleiben der Cholestase mit 
dem Ausbleiben der Nekroptose korrelierte (Abb. 16A-C; Abb. 7A-B). Somit wurde 
hier eine neue, bisher unbekannte pro-nekroptotische Funktion von NEMO dargelegt. 
Wie der Einfluss von NEMO auf die Nekroptose aussieht, konnte bisher nicht 
genauer untersucht werden. Durch eine mögliche Immunpräzipitation von NEMO 
unter TAK1-deletierten Bedingungen und der Detektion der bisherigen bekannten 
involvierten Moleküle der Nekroptose könnte eine direkte Interaktion von NEMO 
untersucht werden. Jedoch ist eine Immunpräzipitation aus Lebergewebe ziemlich 
komplex, da sich aus eigener Erfahrung “nicht-getaggte“-Proteine nur sehr schwer 
präzipitieren lassen.  
Darüber hinaus ist die HCC-Entstehung in TAK1LPC-KO-Mäusen komplexer als 
erwartet. Wie schon erwähnt ist die HCC-Entstehung in TAK1LPC-KO-Mäusen 
Caspase-8-abhängig. Im Alter von sechs Wochen waren sowohl in TAK1LPC-KO- als 
auch in TAK1LPC-KO/RIP3-/--Lebern makroskopisch sichtbare Läsionen zu beobachten 
(Abb. 11A), die jedoch nicht in TAK1/NEMOLPC-KO-Mäusen auftraten (Abb.16B). Mit 
sechs Wochen wurden keine Anzeichen von Tumoren festgestellt. Während 
Apoptose sowie Proliferation in TAK1/NEMOLPC-KO-Mäusen keinen Unterschied zu 
TAK1LPC-KO-Mäusen aufwiesen, scheint die Einleitung der Tumorgenese neben 
Caspase-8 auch von NEMO abhängig zu sein. Dieses Ergebnis ist ebenfalls sehr 
interessant, da NEMO bisher als Tumorsupressor identifiziert wurde und nicht als 
karzinogenes Molekül (52). In TAK1/NEMOLPC-KO-Mäusen ist Caspase-8 vorhanden 
und Apoptose induziert. Demnach fungiert NEMO downstream von Caspase-8 und 
übt eine pro-karzinogene Funktion in TAK1-defizienten Hepatozyten aus. Über die 
genaue Wirkungsweise von NEMO lässt sich nur spekulieren. Da NEMO in den 
Zellkern translozieren kann (159), ist eine direkte Interaktion mit den Chromosomen 
möglich. NEMO stellt lediglich ein Adapterprotein dar, das keine bekannte Kinase-
Funktion aufweist (160). Möglicherweise dient es im Kern als Transkriptionsfaktor 
und ist für die Expression von Wachstumsfaktoren und/oder Zytokinen 
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verantwortlich, die zur kompensatorischen Proliferation führen. Die pro-karzinogene 
Funktion von NEMO ist wahrscheinlich NF-κB-unabhängig, da sowohl TAK1LPC-KO- 
als auch TAK1/NEMOLPC-KO-Hepatozyten in der NF-κB-Aktivierung nach TNF 
beeinträchtigt waren (Abb. 17). Zwar konnte ein Unterschied zwischen TAK1LPC-KO- 
und TAK1/NEMOLPC-KO-Hepatozyten festgestellt werden, jedoch scheint es 
unwahrscheinlich, dass NF-κB für diesen Effekt verantwortlich war, da das geringere 
NF-κB-Aktivitätspotential in TAK1/NEMOLPC-KO-Lebern zu keinem Unterschied in 
Bezug auf die Infiltration von Makrophagen, die Einleitung von Apoptose sowie die 
daraus resultierende kompensatorische Proliferation führte (Abb. 18). Demnach war 
das Ausbleiben der frühen Hepatokarzinogenese in TAK1/NEMOLPC-KO-Lebern nicht 
durch einen Unterschied von Apoptose und daraus resultierender kompensatorischer 
Proliferation bedingt, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die 
Phänotypen in TAK1LPC-KO-Lebern durch NF-κB-unabhängige Funktionen von NEMO 
beeinflusst wurden. 
Die Rolle von NEMO bzw. NF-κB könnte jedoch mit einem TAK1/IKK2LPC-KO-
Modell untersucht werden, da dieses ebenfalls wie TAK1/NEMOLPC-KO ähnlich  starke 
Beeinträchtigungen in der NF-κB-Aktivierung aufweisen würde wie TAK1/NEMOLPC-
KO. Demnach könnte so zwischen NEMO und NF-κB unterschieden werden können, 
sofern der pro-karzinogene Effekt nicht vom gesamten IKK-Komplex abhängt. Sollte 
dies der Fall sein, könnte dieser mit der Generierung einer TAK1LPC-KO/I-κBα-
Superrepressor Maus untersucht werden. In diesem Fall wäre der komplette IKK-
Komplex vorhanden, jedoch wäre die NF-κB-Aktivierung durch den Superrepressor 
inhibiert. 
 
5.6. Relevanz für die humane Pathogenese 
Das TAK1LPC-KO-Modell beinhaltet viele Aspekte, die auch in humanen 
Lebererkrankungen eine Rolle spielen. Neben der konstitutiv hohen TNF-Expression, 
die zur Progression der Leberschädigung beiträgt (82), konnte gezeigt werden, dass 
die zusätzliche Deletion des TNF-R1 in diesen Mäusen zur Milderung der Hepatitis, 
Inflammation und Fibrose beitrug (161). Wie schon in der Einleitung beschrieben, 
spielt TNF auch eine besondere Rolle in der Pathogenese von humanen 
Lebererkrankungen, wie der viralen Hepatitis, Alkoholismus, NASH oder auch im 
akuten Leberversagen (83, 162-164). Darüber hinaus konnten deutliche 
Auswirkungen von Apoptose und Nekroptose sowie eine mögliche Relevanz sowohl 
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in der Progression als auch in der Behandlung von chronischen und akuten humanen 
Lebererkrankungen gezeigt werden. Denn das Auftreten von sowohl Apoptose als 
auch Nekrose sind im akuten Leberversagen beobachtet worden, wobei das 
Auftreten von Nekrose sogar mit einer schlechteren Prognose korreliert (83). Dieses 
könnte mit den hier gezeigten Resultaten vielleicht erklärt werden. Die Nekrose 
führte nicht zu einer kompensatorischen Proliferation und demnach könnte der 
gesamte Zelltod für die Leber zu stark sein, als dass er von den regenerativen 
Fähigkeiten der Hepatozyten aufgefangen werden könnte. Daher ist es wichtig die 
einzelnen Zelltod-Mechanismen besser zu unterscheiden und zu verstehen, um so 
eine bestmögliche Therapie verfolgen zu können.  
Bei einer Therapie, die den Zelltod an sich zum Ziel hat, darf dabei die daraus 
resultierende Regenerationsfähigkeit der Leber oder Hepatozyten nicht verloren 
gehen; daher ist es erforderlich, die kompensatorische Proliferation in Folge von 
Zelltod besser zu verstehen, um die Therapiemöglichkeiten, beispielsweise in der 
Behandlung vom akuten Leberversagen, zu optimieren. Daher könnte es von 
Interesse sein, bei akutem Leberversagen mittels molekularer Inhibitoren die 
Nekrose-Einleitung zu unterbinden. Während aktuell Caspase-spezifische Inhibitoren 
in Phase I- sowie Phase II-Studien mit Erfolg bei der Behandlung von Hepatitis C und 
NASH verwendet werden (165, 166), könnten solche Inhibitoren vornehmlich zur 
präventiven Krebsbehandlung verwendet werden. Das hepatozelluläre Karzinom 
entwickelt sich vornehmlich aus chronisch-entzündlichen Prozessen, wie sie etwa im 
Rahmen viraler Hepatitiden oder bei Alkoholismus auftreten und damit zu den 
wichtigsten Risikofaktoren für die Entstehung eines HCC zählen (16, 18, 21). 
Diabetes sowie Fettleibigkeit, zwei weitere stetig ansteigende Krankheitsformen der 
westlichen Welt, erhöhen ebenfalls das Risiko der HCC-Entstehung (14, 15). Dies 
erhält seine Bedeutung dahingehend, wie bereits erwähnt, dass, ausgelöst durch 
eine komplexe Kaskade, chronisch entzündliche Erkrankungen über Leberfbrose und 
–zirrhose schließlich in eine HCC-Entstehung münden können (18). Daher wäre eine 
Langzeitbehandlung mit Caspase-Inhibitoren zur präventiven HCC-Behandlung bei 
Patienten mit chronischer Hepatitis oder bei Patienten mit zirrhotischen Lebern eine 
Option, denn wie im inflammatorisch-bedingten TAK1-HCC-Mausmodell gezeigt, 
konnte die HCC-Entstehung durch Caspase-Deletion unterbunden werden. Wenn die 
Progression von Zirrrhose zum HCC fortgeschritten ist, wird eine Behandlung nahezu 
aussichtslos. Derzeit kann pharmakologisch lediglich die Lebenserwartung verlängert 
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werden, eine endgültige Heilung ist jedoch nicht möglich und verdeutlicht die 
Notwendigkeit, den Übergang von chronischen Lebererkrankungen hin zum HCC 
hinauszuzögern oder im Idealfall zu unterbinden. Jedoch könnte bei einer 
Langzeitbehandlung mit Caspase-Inhibitoren die Möglichkeit einer biliären 
Erkrankung resultieren.  
 Dagegen könnte bei Patienten mit biliären Erkrankungen eine 
pharmakologische Behandlung mit spezifischen Nekroptose-Inhibitoren eine Option 
darstellen, da das Auftreten von Nekroptose mit dem Auftreten einer Cholestase 
korreliert.  
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7. Abkürzungen 
 
A 
Abb.   Abbildung 
aCGH  Array-basierte komparative Genom-
Hybridisierung 
AFP        α-Fetoprotein 
Alb        Albumin 
ALT       Alanin-Aminotransaminase 
AP-1        Activator Protein 1 
APS        Ammoniumpersulfat 
AST        Aspartat-Aminotransaminase 
ATP        Adenosine triphosphate 
 
B 
Bcl2       B-cell lymphoma 2 
BSA       Bovine Serum Albumin 
 
C 
°C       Grad Celsius 
Casp-3       Caspase-3 
Casp-8       Caspase-8 
CCL2       Chemokine (C-C motif) Ligand 2 
cDNA       complementary Desoxyribonukleinsäure 
c/EBP       CCAAT/enhancer binding protein  
cFLIP       Cellular FLICE Inhibitory Protein 
cIAP1       Cellular Inhibitor of Apoptosis 1 
cm       Zentimeter 
CT       Computertomographie 
CYLD       Cylindromatosis 
 
D 
DISC-Komplex      Death Inducing Signaling Complex 
DMEM       Dulbecco's Modified Eagle's Medium 
DTT       Dithiotreitol 
 
E 
EBSS  Earle's Balanced Salt Solution 
EDTA       Ethylendiaminotetraessigsäure 
EGF       Epithelial Growth Factor 
EMSA       Electrophoretic Mobility Shift Assay 
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F 
FACS  Fluorescence Activated Cell Sorting 
FADD  Fas-Associated protein with Death Domain 
FgfR1  Fibroblast growth factor receptor   
 
G 
g  Gramm 
GLDH  Glutamatdehydrogenase 
GS       Glutaminsynthetase 
 
H 
HBSS       Hank's Balanced Salt Solution  
HCl       Chlorwasserstoffsäure 
HCC       hepatozelluläres Karzinom 
H/E       Hämatoxylin/Eosin- 
HGF       Hepatocyte Growth Factor 
HMGB-1      High-mobility group protein B1 
HSP-70      Hitzeschockprotein 70 
HSC       hepatische Sternzellen 
 
I 
IFN-γ       Interferon- γ 
IGF       Insulin-like Growth Factor 
IKKα       IkappaB Kinase α   
IKKβ       IkappaB Kinase β 
IL-1α       Interleukin-1α 
IL-6       Interleukin-6 
IL-10       Interleukin-10 
 
J 
JNK       c-Jun N-terminale Kinase 
 
K 
KCL       Kaliumchlorid 
Ki-67       Kiel-67 
KO       Knock-out 
 
L 
LPC       Leber-Parenchymzellen 
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M 
mA Milliamper  
MgCl2  Magnesiumchlorid 
min  Minuten 
MLKL       Mixed Lineage Kinase domain-Like 
MRT        Magnetresonanztomographie  
 
N 
NaCl       Natriumchlorid 
NEMO       NF-kB essential modulator 
Net1       Neuroepithelial cell transforming 1 
NF-κB  Nuclear Factor kappaB 
NGF       Nerve Growth Factor 
nm       Nanometer 
n.s       nicht signifikant 
Ntrk2   Neurotrophic tyrosine kinase receptor type 2 
 
P 
PBS Phosphatgepufferte Salzlösung  
PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen 
PCR  Polymerase-Kettenreaktion 
PGAM5  Phosphoglycerate Mutase Family Member 5 
P/S  Penicillin/Streptomycin 
PVDF  Polyvinylidenfluorid 
 
Q 
qRT-PCR  quantitativen Real-Time PCR 
 
R 
RHIM  RIP Homotypic Interaction Motif 
RIP1       Receptor-Interacting Protein 1 
RIP3       Receptor-Interacting Protein 3 
RNA       Ribonukleinsäure 
ROS       reaktiven Sauerstoffspezies 
rpm  Umdrehungen pro Minute 
RT-PCR      Reverse Transcription 
 
S 
SDS       Sodiumdodecylsulfat 
SEC       sinusoidalen Endothelzellen  
sek       Sekunden 
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T 
TACE       TNFα-converting enzyme 
TAE       Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
TAK1       TGF-β Activated Kinase 
TBS       Tris Buffered Saline 
TEMED      Tetramethylethylendiamin 
TGF-β       Transforming Growth Factor β 
TNFα       Tumor Nekrose Faktor α  
TRADD  TNFR1-Associated DEATH Domain Protein 
TRAF2       TNF Receptor Associated Factor 2 
Tris       Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
 
V 
V       Volt 
VEGF       Vascular Endothelial Growth Factor 
 
W 
WT       Wild-Typ    
 
X 
XIAP       X-Linked Inhibitor of Apoptosis Protein 
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9. Appendix 
 
verwendete Primer-Sequenzen: 
 
EMSA: 
NF-κB-1 (sense):   CGG GCT GGG GAT TCC CCA TCT CGG TAC 
NF-κB-2 (antisense):  GTA CCG AGA TGG GGA ATC CCC AGC CCG 
 
 
Real-Time: 
TNF for:     ACC ACG CTC TTC TGT CTA CTG A 
TNF rev:   TCC ACT TGG TGG TTT GCT ACG 
 
H19 for:   CAT GTC TGG GCC TTT GAA 
H19 rev:   TTG GCT CCA GGA TGA TGT 
 
Alb for:    TCA ACT GTC AGA GCA GAG AAG C 
Alb rev:    AGA CTG CCT TGT GTG GAA GAC T 
 
AFP for:   GTG AAA CAG ACT TCC TGG TCC T 
AFP rev:   GCC CTA CAG ACC ATG AAA CAA G 
 
HGF for:   AAC AGG GGC TTT ACG TTC ACT  
HGF rev:   CGT CCC TTT ATA GCT GCC TCC 
 
EGF for:   AGA GCA TCT CTC GGA TTG ACC 
EGF rev:   CCC GTT AAG GAA AAC TCT TAG CA 
 
NGF for:   CCA GTG AAA TTA GGC TCC CTG 
NGF rev:   CCT TGG CAA AAC CTT TAT TGG G 
 
VEGF for:   CTT GTT CAG AGC GGA GAA AGC 
VEGF rev:   ACA TCT GCA AGT ACG TTC GTT 
 
IGF-1 for:   CAC ATC ATG TCG TCT TCA CAC C 
IGF-1 rev:   GGA AGC AAC ACT CAT CCA CAA TG 
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